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Composition vaccinate anu-He/im bacter cnmp re nant un adjuvant de tvne Th I 

La presente invention a pour objet I'usage particulier d'une preparation 
vaccinale destines a induire chez un mammifere, une reponse immunitaire 
protectrice a l'encontre d'un organisme pathogene infectant des muqueuses, 
notamment a l'encontre des bacteries Helicobacter. 

Helicobacter est un genre bacterien caracterise par des bacteries spiralees a 
gram negatif. Plusieurs especes colonisent le tractus gastrointestinal des 
mammiferes. On cite en particulier H. pylori. H. heilmanii. H. felis et H. mustelae. 
Bien qu7/. pylori soit I'espece la plus communement associee aux infections 
humaines, dans certains cas rares, H. heilmanii et H. felis ont pu etre isoles chez 
I'homme. Une bacterie de type Helicobacter. Gastrospirillum hominis a egalement 
ete decrite chez I'homme. 

Helicobacter infecte plus de 50% de la population adulte dans les pays 
developpes et pres de 100 % de celle des pays en voie de developpement ; ce qui en 
fait un des agents infectieux predominants au plan mondial. 

20 ^ H. pylori est retrouvee exclusivement a ce jour a la surface de la muqueuse de 
l'estomac chez rhomme et plus particulierement autour des lesions de cratere des " 
ulceres gastriques et duodenaux. Cette bacterie est a I'heure actuelle reconnue 
^ comme l'agent etiologique des gastrites antrales et apparait comme un des cofacteurs 

requis pour le developpement des ulceres. Par ailleurs, il semble que le 
25 developpement des carcinomes gastriques puisse etre associe a la presence d'H. 
pylori. 

II apparait done hautement souhaitable de mettre au point un vaccin en vue de 
prevenir ou de traiter les infections a Helicobacter. 
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A ce jour, plusieurs proteines A' Helicobacter ont deja ete proposees comme 
antigene vaccinal et la methode de vaccination qui est couramment preconisee 
consiste a delivrer l'antigene au niveau de la muqueuse gastrique, e'est-a-dire a 
I'endroit meme ou la reponse immune est souhaitee. Pour ce faire, I'administration 
35 par voie orale a done ete retenue. 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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autre que la muqueuse gastrique ; tel que par exemple la muqueuse nasale ou rectale 
(WO 96/31235). Des lymphocytes stimules par I'antigene en un territoire muqueux 
dit inducteur peuvent migrer et circuler de maniere selective pour aller induire une 
reponse immunitaire en d'autres territoires muqueux, dits effecteurs. 

5 

Une variante de ces methodes consiste a effectuer une primo-immunisation par 
voie systemique avant d'administrer I'antigene par voie nasale. 

Pour administration par voie muqueuse, I'antigene, le plus souvent un lysat 
10 bacterien ou une proteine purifiee, est associe a un adjuvant approprie comme la 
toxine cholerique (CT) ou la heat-labile toxine (LT) d'E. coli. 

Lorsque l'administration par voie muqueuse est mise en oeuvre, la reponse 
humorale que I'on observe, est de maniere predominante de type IgA. Ceci indique 
1 5 bien qu'il y a eu une reponse immunitaire locale. 

Certains auteurs ont pense tres tot qu'ii existait une bonne correlation entre une 
forte reponse de type IgA et un effet protecteur (Czinn et al, Vaccine (1993) J_i : 
637). D'autres ont emis un avis plus reserve (Bogstedt et al, Clin. Exp. Immunol. 
20 (1996) 105 : 202). Bien qu'il n'existe pas a ce jour de veritable certitude concernant 
ce sujet, Pinduction d'anticorps qui soient notamment de type IgA, apparalt quoi qu'il 
en soit souhaitable pour la plupart des auteurs. 

De maniere generale, Papparition des IgA temoigne de la mise en oeuvre d'une 
25 reponse de la part des lymphocytes T-helper de type 2 (reponse Th2). 

En effet, la stimulation des lymphocytes T-helper par un antigene particulier 
permet d'obtenir differentes sous-populations de cellules T-heiper, caracterisees par 
des profils de synthese de cytokines differents. 

30 

Les cellules Thl produisent notamment de maniere selective Pinterleukine-2 
(IL-2) et Pinterferon-y (IFN-y), tandis que les cellules Th2 secretent de preference 
PIL-4, -5, et -10. En raison de leur production differentiee de cytokines, ces deux 
types de cellules T-helper ont des roles distincts : les cellules Thl favorisent 
35 Pimmunite a mediation cellulaire La. une reponse de type inflammatoire, tandis que 
les cellules Th2 stimulent la reponse humorale de type IgA, IgE et de certaines sous- 
classes d'IgG. On sait aussi que les cytokines produites par des cellules Thl de souris 
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peuvent stimuier la reponse anticorps et en particulier que 1'IFN-y induit line reponse 
IgG2a. 

Ainsi, des differentes etudes de I'art anterieur, emerge 1'opinion selon laquelle 
1'indLiction d'une reponse Th2 caracterisee par ('apparition d'IgA est indispensable, 
sinon suffisante, afin d'obtenir un effet protecteur. 

De maniere surprenante, on a maintenant decouvert que, meme si une reponse 
Th2 ne nuit pas, il est aussi necessaire d'induire une forte reponse TM. En effet, des 
resultats experimentaux demontrent maintenant qu'un effet protecteur pent etre 
correle plus aisement avec une reponse Thl qu'avec une reponse Th2. 

Contrairement a ce qui etait initialement recherche (D'Elios et al, J. Immunol. 
(1997) 158 : 962), la presente demande revele done 1'importance d'induire une 
reponse Thl de type inflammatoire au moment de I'immunisation, sans laquelle on ne 
peut observer d'effet protecteur. 

On peut parvenir a induire une reponse Thl a l'encontre d 1 Helicobacter en 
jouant sur un certain nombre de facteurs, comme par exemple le type d'adjuvant. On 
a en effet mis en evidence qu'en utilisant certains adjuvants on peut obtenir un taux 
de protection similaire ou superieur a celui observe lorsque Ton utilise la voie 
muqueuse et des adjuvants tels que les toxines bacteriennes. 

En consequence, la presente invention a pour objet : 

(a) L'usage conjoint d'un agent immunogene derive d' Helicobacter et d'un 
compose capable de favoriser l'induction d'une reponse immune de type T- 
helper 1 (Thl) a l'encontre d' Helicobacter, dans la fabrication d'un medicament 
destine a etre administree par voie systemique pour prevenir ou traiter une 
infection a Helicobacter. 

(b) Une composition pharmaceutique qui comprend un agent immunogene derive 
^Helicobacter et au moins un compose (capable de favoriser l'induction d'une 
reponse immune de type T-helper 1 (Thl) a l'encontre d' Helicobacter) 
selectionne parmi : 

(i) des saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja saponaria ; 
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(ii) des lipides cationiques ou un sei de ces derniers ; Iesdits lipides etanc 
des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et possedant une structure qui 
inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de liaison 

5 selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras espaceur 

consistant en une chalne alkyle lineaire, branchee ou non, de I a 20 atomes de 
carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines primaires, 
secondares, tertiaires et quaternaires, a condition que ces lipides ne soient pas 
presentes sous forme de liposomes lorsque ladite composition ne contient pas 
10 de saponine ni de glycolipopeptide de formule (I) ; et 

(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 
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dans laquelle : 

20 R 1 represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 

fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, de preference 
1 a 20 atomes de carbone, 



25 




X represente -CH 2 -, -O- ou -NH-, 

R 2 represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 

insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
de carbone, de preference 1 a 20 atomes de carbone, 

30 R 3 , R 4 et R 5 representent chacun, independamment Tun de 1'autre, un atome 

d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans lequel R 6 represente 
un reste alkyle ayant de 1 a 10 atomes de carbone, 

R 7 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en C r C 7T 

35 hydroxymethyle, 1-hydroxyethyle, mercaptomephyle, 2- 

(methylthio)-ethyle, 3-aminopropyle, 3-ureido-propyle, 3- 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxymethyle, 



(I) 



) 
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carbamoylmethyle, 2-carboxethyIe, 2-carbamoylethyIe, 
benzyle, 4-hydroxybenzyle, 3-indolylmethyIe ou 4- 
imidazolylmethyle, 

R 8 represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle, et 

R 9 represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 

trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 

R 7 et R s peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 

-CH r CH r CH 2 -. 



(c) L'usage d'un agent immunogene derive $ Helicobacter et d'au moins un 
compose selectionne parmi les composes (i) a (iii) cites ci dessus, dans la 
fabrication d'une composition pharmaceutique capable d'induire une reponse 
immune de type T-helper I (Thl) a 1'encontre d 'Helicobacter ; et 

(d) Une methode pour prevenir ou traiter une infection .promue par un 
microorganisme capable d'infecter la muqueuse gastro-duodenale d'un 
mammifere e.g., une infection a Helicobacter, selon laquelle on administre au 
mammifere par voie systemique, en une ou plusieurs fois, une composition 
contenant au moins un agent immunogene derive dudit microorganisme e.g. 
6! Helicobacter et au moins un compose capable de favoriser 1'induction d'une 
reponse immune de type T-helper I (Thl) a 1'encontre e.g., d' Helicobacter. 

(e) Une methode pour prevenir ou traiter une infection promue par un 
microorganisme capable d'infecter la muqueuse gastro-duodenale d'un 
mammifere e.g., une infection a Helicobacter, selon laquelle on administre au 
mammifere, en une ou plusieurs fois, une composition contenant au moins un 
agent immunogene derive dudit microorganisme e.g. ^Helicobacter et au 
moins un compose selectionne parmi les composes (i) a (iii) cites ci dessus, et 
par laquelle une reponse immunitaire de type Thl est induite a 1'encontre e.g. 
$ Helicobacter. 

On peut mettre en evidence ['induction d'une reponse Thl utile aux fins de la 
presente invention en estimant Timportance relative de la reponse Thl par rapport a 
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la reponse Th2, en comparant par exemple les taux d'lgG2a et d'IgG I induits chez la 
souris a I'encontre $ Helicobacter, qui temoignent respectivement de la mise en 
oeuvre des reponses Tht et Th2. En effet, la reponse Thl que Ton recherche est 
generalement accompagnee d'une reponse Th2. Neanmoins, on considere que ia 
reponse Th2 ne doit pas etre signiftcativement predoininante par rapport a la reponse 
Thl. Les taux d'IgG2a et d'IgG 1 induits chez la souris peuvent etre apprecies de 
maniere conventionnelle a I'aide d'un test EL1SA, a condition que les tests utilises 
pour chacun des deux sous isotypes soient de meme sensibilite et en particulier que 
les anticorps anti-IgG2a et anti-IgGl soient de meme affinite. 



Les quantites d'IgG2a et d'IgG 1 peuvent etre notamment mesurees a I'aide dun 
test EL1SA identique ou similaire a celui decrit ci-apres. Les puits d'une plaque 
ELISA en polycarbonate sont enduits avec 100 ul d'un extrait bacterien 
^Helicobacter e.g. H. pylori a environ 10 ug/ml dans du tampon carbonate. La 
15 plaque ELISA est incubee 2 heures a 37°C puis une nuit a 4°C. La plaque est lavee 
avec du tampon PBS (phosphate buffer saline) contenant 0.05 % de Tween 20 
(tampon PBS / Tween). Les puits sont satures avec 250 ul de PBS contenant 1 % de 
serum albumine bovine afin d'empecher la liaison non-specifique des anticorps. 
Apres une heure d'incubation a 37°C, la plaque est lavee avec le tampon PBS / 
20 Tween. L'antiserum preleve chez la_ souris, un certain nombre de jours apres que 
cette demiere ait recu la composition destinee a l'induction d'une reponse immune de 
type Thl a I'encontre $ Helicobacter'^ dilue en serie dans du tampon PBS / Tween. 
100 ul des dilutions sont ajoutes dans les puits. La plaque est incubee 90 minutes a 
37°C, lavee et evaluee selon des procedures standard. Par exemple, on utilise un 
25 anticorps de chevre anti-IgG2a ou anti-IgG I de souris couple a une enzyme telle que 
la peroxydase. L'incubation en presence de cet anticorps est poursuivie 90 minutes a 
37°C. On lave la plaque puis la reaction est developpee avec le substrat approprie 
(par exemple de I'O-phenyldiamine dihydrochloride lorsque I'enzyme utilisee est la 
peroxydase). La reaction est evaluee par colorimetrie (en mesurant I'absorbance par 
spectrophotometries Le titre de l'antiserum en IgG2a ou en IgGl correspond a 
l'inverse de la dilution donnant une absorbance de 1,5 a 490 nm. 

L'induction d'une reponse Thl utile aux fins de la presente invention est 
marquee par un rapport des litres ELISA IgG2a : IgGl chez la souris qui doit ecre 
35 superieur a 1/100, 1/50 ou 1/20, avantageusement superieur a 1/10, de preference 
superieur a 1/3, de maniere tout a fait preferee, superieur a 1/2, 5 ou 10. Lorsque ce 
rapport est aux alentours de 1, on parle alors de reponse Thl / Th2 mixte ou 
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equilibree. Lorsque le rapport est superieur ou egal a 5, on pent alors parler de 
reponse Thl preponderante. 

L'obtention d'une reponse Thl (ou Th2) chez la souris est predictive d'une 
5 reponse Thl (ou Th2) chez 1'homme. Bien qu'il soit plus facile d'evaluer le type de 
reponse chez la souris, on peut le faire egalement chez I'homme en mesurant les taux 
des cytokines specifiques de la reponse Thl d'une part et d'autre part de la reponse 
Th2, qui sont induites subsequemment. Les reponses Thl et Th2 peuvent etre 
evaluees directement chez I'homme Tune par rapport a 1'autre sur la base des taux de 
10 cytokines specifiques des deux types de reponse (voir ci-dessus) e.g.. sur la base du 
rapport IFN-y/IL-4. 



Altemativement, si la methode de dosage decrite ci-dessus est mise en oeuvre, 
on peut prevoir que le litre ELISA qui reflete la quantite d'IgG2a, doit etre egal ou 
15 superieur a 10 000, de preference egal ou superieur a 100 000, de maniere 
particulierement preferee egal ou superieur a I 000 000 ; ceci signifie alors que la • 
reponse Thl est significative. 

Le mammifere auquel est destinee la composition pharmaceutique ou la 
20 methode est avantageusement un primate, de preference un humain. 

Des saponines utiles aux fins de la presente invention sont notamment decrites 
dans le brevet US N° 5,057,540 par reference non a leurs structures mais aux 
fractions dans lesquelles elles sont presentes apres fractionnement d'un extrait 

25 aqueux de l'ecorce de Quillaja saponaria Molina, par chromatographic liquide a 
haute pression (HPLC) et chromatographic a basse pression sur siiice. En particulier 
on cite les fractions QA-7, QA- 1 7, QA- 1 8 et QA-2 1 aussi denommee QS-2 1 . L'usase 
de cette demiere est particulierement avantageux. Le QS-21 est connu pour etre un 
adjuvant qui favorise l'induction d'une reponse immune majoritairement de type Thl. 

30 On parle alors d'adj u vant de type Th I . 



Des lipides cationiques utiles aux fins de la presente invention sont notamment 
decrits dans le brevet US N° 5,283,185. A titre d'exemple, on cite le iodure de 
cholesteryl-3p-carboxyl-amido-ethytenetrimethylammonium, le iodure de 1- 
35 dimethylamino-3-trimethylammonio-DL-2-propyI-cholesteryl carboxylate, le iodure 
de cholesteryl-3|3-carboxyamidoethyleneamine, le iodure de cholesteryl-of}- 
oxysyccinamidoethylenetrimethylammonium, le iodure de l-dimethylamino-3- 
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trimethyiammonio-DL-2-propyl-cho!esteryl-3p-o.\ysuccinate, le iodure de 2-[(2- 
trimethylammonio)-ethylmethylamino] ethyi-cholesteryl-3P-oxysuccinate, le 3P-[N- 
(polyethyleneimine)-carbamoyl] cholesterol, et le 3p [N-(N', N'- 
dimethylaminoethane) carbamoyl] cholesterol (DC-chol) ou un sel de ce dernier. Le 
DC-chol (ou sa forme saline) est connu pour etre un adjuvant qui favorise I'induction 
d'une reponse equilibree mixte de type Thl / Th2. On parie aiors dadjuvant de tvpe 
Thl /Th2 ouThl +Th2. 



Ces lipides cationiques peuvent etre utilises en dispersion ou bien mis sous 
forme de liposomes. Des liposomes peuvent etre realises comme cela est decrit dans 
le brevet US N° 5,283,185, en associant les lipides cationiques avec un 
phospholipide neutre e.g., la phosphatidylcholine ou la phosphatidylethanolamine. 

Des glycolipopeptides utiles aux fins de la presente invention sont notamment 
decrits dans le brevet US N° 4,855,283 et EP 206,037. II s'agit en particulier des 
glycolipides de formule generale (I) dans laquelle un reste de sucre est un reste 2- 
amino-2-desoxy-D-glucose ou 2-amino-2-desoxy-D-galactose. Le groupe 2-amino 
de l'amino-sucre peut etre lie a la glycine, la sarcosine, 1'acide hippurique, l'alanine, 
la valine, la leucine, l'isoleucine, la serine, la threonine, la cysteine, la methionine, 
1'ornithine, la citrulline, l'arginine, 1'acide aspartique, l'asparagine, 1'acide glutamique, 
la glutamine, la phenylalanine, la tyrosine, la proline, le tryptophane ou I'histidine 
sous forme D ou L ou avec des acides amihocarboxyliques comme 1'acide oc- 
aminobutyrique, 1'acide =c-aminovalerianique, 1'acide cc-aminocaproique ou 1'acide cc 
-aminoheptanoi'que sous forme D ou sous forme L. 



Plus particulierement, on cite les glycolipopeptides suivants : 

N-(2-glycinamido-2-deoxy-p-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-dodecyldodecanoyl- 
amide, 

N-(2-glycinamido-2-deoxy-p-D-glLicopyranosyl)-N-dodecyl-actadecanoytamide, 

N-(2-giycinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-tetradecyl-dodecanoylamide. 

N-(2-L-alaninamido-2deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-dodecyl-dodecanoy!amide, 

N-(2-D-alanimamido-2deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-dodecyI-octadecanoylamide, 

N-(2-L-phenyIalaninamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyt)-N-dodecyl-octadecanoyl- 
amide, 

N-(2-L-valinamido-2-deoxy-P-D-gIucopyranosyl)-N-octadecyldodecanoylamide r - 

N-(2-L-valinamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyI)-N-octadecyl-tetradecanoylamide, 

N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-dodecyI-dodecanoylamide, 
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N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-octadecy!-dodecanoyIamide 
(Bay R 1005), et 

N-(2-sarcosinamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyl)-N-octadecyl-dodecanoylamide. 

5 Une composition selon Tinvention peut contenir un ou plusieurs composes 

precedemment cites. Selon un mode avantageux, on utilise deux composes ; (a) Tun 
etant selectionne parmi les saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja 
saponaria et (b) l'autre etant selectionne (i) soit parmi des lipides cationiques ou un 
sel de ces derniers, lesdits lipides etant des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C 

10 et possedant une structure qui inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un 
groupe de liaison selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyl un bras 
espaceur consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atomes 
de carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines primaires, 
secondaires, tertiaires et quaternaires, (ii) soit parmi les glycolipeptides de formule 

15 (I). A titre d'exemple on cite les melanges QS21 + DC-Choi et QS-21 + Bay R1005. 

D'autres adjuvants capable de favoriser une reponse immune de type Thl 
(c'est-a-dire des adjuvants de type Thl ou Thl / Th2) existent dans I'etat de la 
technique parmi lesquels l'homme du metier est capable de selectionner celui qui 

20 correspond le mieux a ses besoins. A titre indicatif, on cite notamment les liposomes 
; les ISCOMS ; les microspheres ; les chochleates proteiques ; les vesicules formees- 
de surfactants non-ioniques ; les dispersions d'amphiphiles cationiques dans de 1'eau ; 
les emulsions huile/eau ; le muramidyldipeptide (MDP) et ses derives tels que le 
glucosyl muramidyldipeptide (GMDP), le threonyl-MDP, le murametide et la 

25 murapalmitine ; ainsi que divers autres composes tels que le monophosphoryl-lipide 
A (MPLA) lipopolysaccharide majeur de la paroi d'une bacterie, par exemple d'£. 
coli, de Salmonella minnesota, de Salmonella typhimurium ou de Shigella flexneri ; 
l'algane-glucane ; la gamma-inuline ; le calcitriol et la loxoribine. 

30 Des liposomes utiles aux fins de le presente invention peuvent etre notamment 

selectionnes parmi des liposomes pH-sensibles tels que ceux formes par melange de 
d'hemisuccinate de cholesterol (CHEMS) et de dioleyl phosphatidyl ethanolamine 
(DOPE) ; des liposomes contenant des lipides cationiques reconnus pour leurs 
proprietes fusiogenes, tels que le 3 beta -(N-CN\N*-dimethyl aminoethane)- 

35 carbamoyl) cholesterol (DC-chol) et ses equivalents decrits dans le brevet US N° 
5,283,185 et WO 96/14831 ou un sel de ceux-ci, le bromure de 
dimethyldioctadecylammonium (DDAB) et les composes BAY decrits dans EP 
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91645 et EP 206 037, par exemple le Bay R1005 (N-(2-desoxy-2-L-leucylamino- 
beta-D-glucopyranosyl)-N-octadecyl dodecanoylamide acetate ; et des liposomes 
contenant du MTP-PE, un derive lipophile du MDP (muramidyldipeptide). Ces 
liposomes sont utiles pour adjuvanter tous les agents immunogenes cites. 

5 

Des ISCOMs utiles aux fins de la presente invention peuvent etre notamment 
selectionnes parmi les ceux composes de QuilA ou de QS-21 associe a du cholesterol 
et eventuellement aussi a un phospholipide tel que la phosphatidylcholine. Ceux ci 
sont particulierement interessants pour la formulation des antigenes lipides. 

10 

Des microspheres utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 
notamment formes a partir de composes tels que le polylactide-co-glycolide 
(PLAGA), ('alginate, le chitosan, le polyphosphazene et de nombreux autres 
polymeres. 

15 

Des chochleates proteiques utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 
notamment selectionnes parmi ceux formes a partir de cholesterol et eventuellement 
d'un phospholipide additionnel tel que la phosphatidylcholine Ceux-ci sont surtout 
interessants pour la formulation des antigenes lipides. 

20 

Des vesicules formees de surfactants non-ioniques utiles aux fins de la presente 
invention peuvent etre notamment formees par un melange de l-monopalmitoyl 
glycerol de cholesterol et de dicetylphosphate. Elles sont une alternative aux 
liposomes classiques et peuvent etre utilisees pour la formulation de tous les agents 
25 immunogenes cites. 

Des emulsions huile/eau utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 
notamment selectionnees parmi le MF59 (Biocine-Chiron), le SAF1 (Syntex) et les 
montanides ISA51 et ISA720 (Seppic). 

30 

L'agent immunogene derive $ Helicobacter est avantageusement selectionne 
parmi une preparation de bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire 
6! Helicobacter, un peptide et un polypeptide $ Helicobacter sous forme purifiee. 

35 Aux fins de la presente invention, une preparation de bacteries inactivees peut 

etre obtenue selon des methodes conventionnelles bien connues de Thomme de Tart. 
II en est de meme d'un lysat bacterien. Une dose de bacteries inactivees ou de lysat 
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cellulaire, appropriee a des fins prophylactiques ou therapeutiques, peut etre 
determinee par l'homme de Tart et depend d'un certain nombre de facteurs tel que 
l'individu auquel est destine le vaccin e.g., age, de l'antigene lui-meme, de la voie et 
du mode d'administration, de la presence/absence ou du type d'adjuvant, ainsi que 
5 cela peut etre determine par l'homme de Tart. D'une maniere generale, on indique 
qu'une dose appropriee est d'environ 50 j.ig a 1 mg a environ 1 mg, de lysat. 

Un peptide ou un polypeptide derive d' Helicobacter peut etre purifie a partir 
$ Helicobacter ou obtenu par les techniques du genie genetique ou bien encore par 

10 synthese chimique. Ce dernier procede est avantageux dans le cas des peptides. On 
appelle "peptide" toute chaine d'acides amines dont la taille est inferieure a environ 
50 acides amines. Lorsque la taille est superieure, on utilise le terme de 
"polypeptide" qui est aussi interchangable avec le terme "proteine". Un peptide ou 
polypeptide utile aux fins de la presente invention peut etre identique ou similaire a 

15 celui existant dans les conditions naturelles. II est similaire en ce qu'ii est capable 
d'induire une reponse immune de la meme nature mais il peut comporter certaines 
variations structurelles comme par exemple une mutation, 1'adjonction d'un residu de 
nature lipidique ou bien etre sous forme de peptide ou de polypeptide de fusion. 

20 Une dose du peptide ou du polypeptide, appropriee a des fins prophylactiques 

ou therapeutiques, peut etre determinee par l'homme de Tart et depend d'un certain 
nombre de facteurs tel que l'individu auquel est destine le vaccin e.g., age, de 
l'antigene lui-meme, de la voie et du mode d'administration, de la presence/absence 
ou du type d'adjuvant, ainsi que cela peut etre determine par l'homme de Tart. D'une 

25 maniere generale, on indique qu'une dose appropriee est d'environ 10 ug a environ. I 
mg, de preference a environ 100 jig. 

L'agent immunogene derive $ Helicobacter peut etre n'importe quel 
polypeptide 6! Helicobacter e.g., d'H. pylori. II peut notamment s'agir d'un 

30 polypeptide present dans le cytoplasme, d'un polypeptide de la membrane interne ou 
externe ou d'un polypeptide secrete dans le milieu exterieur. De nombreux 
polypeptides ^Helicobacter ont deja ete decrits dans la litterature, soit par reference 
a leur sequence d'acides amines deduites de la sequence du gene correspondant clone 
ou identifie, soit par reference a un procede de purification qui permet de les obtenir 

35 sous forme isolee du reste de leur environnement naturel. A titre indicatif, on cite en 
particulier les document suivants : WO 94/26901 and WO 96/34624 (HspA), WO 
94/09023 (CagA), WO 96/38475 (HpaA), WO 93/181150 (cytotoxine), WO 
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95/27506 et Hazell et al, J. Gen. Microbiol. (199!) 137 : 57 (catalase), FR 2 724 936 
(recepteur membranaire de la lactoferrine humaine), WO 96/41880 (AlpA), EP 752 
473 (FibA) and OToole et al, J. Bact. (1991) 173 : 505 (TsaA). D'autres 
polypeptides sont aussi decrits dans WO 96/40893, WO 96/33274, WO 96/25430 et 
WO 96/33220. Un polypeptide utile aux fins de la presente invention peut etre 
identique ou similaire a Tun de ceux cites en reference dans la mesure oil il est 
capable de promouvoir une reponse immune a I'encontre d' Helicobacter. A condition 
de remplir cette derniere condition, I'agent immunogene peut aussi etre un peptide 
derive d'un polypeptide cite en reference. 

De maniere avantageuse, on utilise un polypeptide selectionne parmi les sous- 
unites UreA et UreB de I'urease d' Helicobacter (voir WO 90/4030). De preference, 
on les utilise toutes les deux, associees en forme d'apoenzyme de I'urease ou encore 
sous forme multimerique (voir WO 96/33732). 



Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut 
contenir un unique agent immunogene ou plusieurs. Par exemple une composition 
avantageuse peut comprendre UreA et UreB e.g., sous forme d'apoenzyme, ainsi que 
un ou plusieurs autres polypeptides notamment selectionnes parmi ceux cites ci- 
20 avant. 



Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut 
en outre contenir des composes autres que I'agent immunogene lui-meme et 
1'adjuvant de type Thl ou Thl/Th2 ; la nature de ces composes dependant dans une 
certaine mesure de la nature de I'agent immunogene, bacteries inactivees, lysat 
cellulaire, peptide ou polypeptide. Par exemple une composition peut aussi 
comprendre un adjuvant capable de favoriser l'induction d'une reponse immune de 
type Th2 e.g. un compose d'aluminium tel que l'aluminium hydroxide, I'aluminium 
phosphate ou l'aluminium hydroxy phosphate. Ceci peut etre avantageux dans le cas 
ou 1'adjuvant utile au fins de la presente invention est un adjuvant de type Thl tel que 
le QS-21. 



L'efficacite therapeutique ou prophylactique d'une methode ou d'un usage selon 
I'invention peut etre evaluee selon des methodes standard e.g., en mesurant 
l'induction d'une reponse immune ou l'induction d'une immunite therapeutique ou 
protectrice en utilisant e.g., le modele souris / H. felis et les procedures decrits dans 
Lee et al, Eur. J. Gastroenterology & Hepatology (1995) 7 : 303 ou Lee et al, J. 
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Infect. Dis. (1995) 172 : 161. L'homme de ['art s'avisera que H. felis peut etre 
remplace dans le modele souris par une autre espece d' Helicobacter. Par exemple, 
I'efficacite d'un agent immunogene derive d'H. pylori est de preference evalue dans 
un modele souris metant en oeuvre une souche d'H. pylori adaptee a la souris. 
5 L'efficacite peut etre determinee en comparant le degre d'infection dans Ie tissu 
gastrique (en mesurant Pactivite urease, la charge bacterienne ou I'etat de la gastrite) 
a celui d'un groupe controls II y a effet therapeutique ou effet protecteur lorsque 
I'infection est reduite par comparaison au groupe controle. 

0 Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut 

etre fabriquee de maniere conventionnelle. En particulier, elle peut etre formulee 
avec un diluent ou un porteur acceptable d'un point de vue pharmaceutique e.g., de 
Teau ou une solution saline. En general, le diluent ou le porteur peut etre selectionne 
en fonction du mode et de la .voie d'administration et selon les pratiques 

5 pharmaceutiques standard. Des porteurs ou des diluents appropries ainsi que ce qui 
est indispensable a I'elaboration d'une composition pharmaceutique sont decrits dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences, un livre de reference standard dans ce 
domaine. 



0 



5 



Les methodes selon invention ainsi que les compositions utiles a ces fins 
peuvent etre mises en oeuvre pour traiter ou prevenir i.a. les infections a 
Helicobacter et par consequent, les maladies gastroduodenales associees a ces 
infections, y compris les gastrites aigues, chroniques ou atrophiques, les ulceres 
peptiques e.g., les ulceres gastriques ou duodenaux. 

Une composition pharmaceutique selon Tinvention peut etre administree de 
maniere conventionnelle notamment par voie muqueuse e.g., par voie oculaire, orale 
e.g. buccale ou gastrique, pulmonale, intestinale, rectale, vaginale ou urinaire ou par 
voie systemique, notamment parenteral e.g., intraveineuse, intramusculaire, 
intradermique, intraepidermique et sous-cutanee. De preference, on utilise la voie 
parenterale. Lorsque la voie parenteral est mise en oeuvre, on choisit de preference 
un site d'administration situe sous le diaphragme d'un individu. La region dorso- 
lombaire constitue par exemple un site d'administration approprie, notamment pour 
les voies intraepidermiques, intramusculaire, intradermique et sous-cutanee ; ces 
dernieres etant choisies de preference a la voie intraveineuse. 
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Afin d'obtenir un effet protecteur ou therapeutique, I'operation qui consiste a 
administrer une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention 
peut etre repetee une ou plusieurs fois, de preference au moins deux fois, en laissant 
un certain intervalle de temps entre chaque administration ; interval le- qui est de 
l'ordre de la semaine ou du mois. Sa determination precise est a la portee de Thomme 
du metier et peut varier en fonction de divers facteurs tels que la nature de i'agent 
immunogene, I'age de l'individu, etc. 

Selon un mode particulier, le protocole de vaccination est mis en oeuvre en 
utilisant la meme voie d'administration lors de la primo-immunisation et des rappels. 
Dans ce cas la, on parle par exemple d'administration systemique stricte. 



"Une methode dans laquelle l'administration de I'agent immunogene est mise 
en oeuvre par voie systemique stricte" est definie comme une methode ne mettant 

15 pas en jeu de voie d'administration autre que la voie systemique. Par exemple, une 
methode dans laquelle I'agent immunogene est administre par voie systemique et par 
voie muqueuse, ne repond pas a la definition enoncee ci-avant. En d'autres termes, 
"une methode dans laquelle l'administration de I'agent immunogene est mise en 
oeuvre par voie systemique stricte" doit etre comprise comme une methode dans 

20 laquelle I'agent immunogene est administre par voie systemique a 1'exclusion de 
toute autre voie, notamment la voie muqueuse. 

A titre iilustratif non-limitatif, on evoque un schema de vaccination qui 
consiste a administrer l'apoenzyme de I'urease en association avec le QS-21, le DC- 
25 chol ou un de leurs equivalents, trois fois par voie sous-cutanee, dans la region 
dorso-lombaire avec un intervalle de deux a quatre semaines entre chaque 
administration. 

On peut aussi prevoir que l'administration d'une composition pharmaceutique 
30 selon la presente invention peut etre une simple etape faisant partie d'un protocole de 
vaccination plus elabore. Par exemple, une composition pharmaceutique selon la 
presente invention peut etre precedee ou suivie de 1'administration d'une composition 
pharmaceutique contenant un agent immunogene derive ^Helicobacter choisi de 
maniere independante parmi ceux enonces ci-avant ou parmi d'autres tels qu'un 
35 vecteur vaccinal ou une molecule d'ADN ; mais ne contenant pas de QS-21, de DC- 
chol ou un de leurs equivalents ; ceux-ci pouvant alors etre remplace par un tout 
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autre adjuvant ; les deux compositions pouvant etre administrees par des voies 
identiques ou differentes. 

A titre illustratif non-limitatif, on evoque les protocoles suivants : 

5 

- Une primo-immunisation par voie systemique, avec l'apoenzyme de l'urease 
en presence de QS-21, suivie de deux rappels avec Papoenzyme de l'urease en 
presence de QS-2 1 ou de LT par voie muqueuse ; et 

!0 - Une primo-immunisation par voie systemique, avec un poxvirus codant 

pour UreA et UreB suivie de deux rappels avec l'apoenzyme de l'urease en presence 
de QS-21, par voie systemique ou muqueuse. 

Des agents immunogenes autres que ceux decrits ci-avant et pouvant etre 
15 utilises dans un protocole de vaccination multi-etapes comprenant une etape 
d'administration mettant en jeu un medicament utile aux fins de la presente invention 
ou une composition selon la presente invention, peuvent etre selectionnes parmi une 
une molecule polynucleotidique, notamment une molecule d'ADN comportant une 
sequence codant pour un peptide ou un polypeptide $ Helicobacter placee sous le 
20 controle des elements necessaires a son expression dans une cellule de mammifere ; 
ou bien encore un vecteur vaccinal comportant une sequence codant pour un peptide 
ou un polypeptide 6! Helicobacter placee sous le controle des elements necessaires a 
son expression dans une cellule de mammifere (si il s'agit d'un vecteur viral) ou chez 
un procaryote (si il s'agit d'un vecteur bacterien). 

25 

La molecule d'ADN peut avantageusement etre un plasmide qui est incapable a 
la fois de se repliquer et de s'integrer de maniere substantiate dans le genome d'un 
mammifere. La sequence codante citee ci-dessus est placee sous le controle d'un 
promoteur permettant l'expression dans une cellule de mammifere. Ce promoteur 

30 peut etre ubiquitaire ou specifique d'un tissu. Parmi les promoteurs ubiquitaires, on 
cite le promoteur precoce du Cytomegalovirus (decrit dans le brevet US n° 
4,168,062) et le promoteur du virus du sarcome de Rous (decrit dans Norton & 
Coffin, Molec. Cell. Biol. (1985) 5 : 281). Le promoteur desmine (Li et al, Gene 
(1989) 78 : 244443 ; Li & Paulin, J. Biol. Chem. (1993) 268 : 10403) est un 

35 promoteur selectif permet ['expression dans les cellules musculaires et aussi dans les 
cellules de la peau. Un promoteur specifique des cellules musculaires est par 
example le promoteur du gene de la myosine ou de la dystrophine. Des vecteurs 
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plasmidiques que Ton peut utiliser aux fins de la presente invention sont decrits i.a., 
dans WO 94/2 1 797 et Hartikka et al, Human Gene Therapy ( 1 996) 7 : 1 205. 

Dans une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention, 
5 la molecule nucleotidique e.g. la molecule d'ADN peut etre formulee ou non. Le 
choix de la formulation est tres varie. L'ADN peut etre simplement dilue dans une 
solution acceptable d'un point de vue physiologique avec ou sans porteur. Lorsque ce 
dernier est present, il peut etre isotonique ou faiblement hypertonique et avoir basse 
force ionique. Par exemple, ces conditions peuvent etre remplies par une solution de 
0 sucrose e.g. a 20 %. 

De maniere alternative, le polynucleotide peut etre associe avec des agents qui 
favoriseTentree dans la cellule. Ce peut etre (ii) un agent chimique qui modifie la 
permeabilite cellulaire, telle que la bupivacaine (voir par exemple WO 94/16737) ou 

5 (ii) un agent s'associant au polynucleotide et agissant en tant que vehicule facilitant 
le transport du polynucleotide. Ce dernier peut etre notamment des polymeres 
cationiques e.g. de la polylysine ou une polyamine e.g. des derives de la spermine 
(voir WO 93/18759). Ce peut etre egalement des peptides fusogeniques e.g. du 
GALA ou de la Gramicidine S (voir WO 93/19768) ou bien encore des peptides 

0 derives des proteines de fusion virales. 

II peut aussi s'agir de lipides anioniques ou cationiques. Les lipides anioniques 
ou neutres sont connus depuis longtemps comme pouvant servir d'agents de 
transport, par exemple sous forme de liposomes, a un grand nombre de composes y 
5 compris les polynucleotides. Une description detaillee de ces liposomes, de leurs 
constituants et de leurs procedes de fabrication est par exemple foumit par 
Liposomes : A Practical Approach, RPC New Ed, IRL press (1990). 

Les lipides cationiques sont aussi connus et communement utilises comme 
0 agents de transport pour les polynucleotides. On cite par exemple la Lipofectin'" 
aussi connue sous le nom de DOTMA (N-[I -(2,3-dioleyloxy) propyl]-N,N,N- 
trimethylammonium chloride), le DOTAP (l,2-bis(oleyloxy)-3-(trimethylammonio) 
propane), le DDAB (dimethyldioctadecylammonium bromide), le DOGS 
(dioctadecylamidoglycyl spermine) et les derives du cholesterol tel que le DC-chol 
5 (3 beta -(N-(N',N'-dimethyl aminoethane)-carbamoyl) cholesterol). Une description 
de ces lipides est fournie par EP 187,702, WO 90/1 1092, le brevet US N° 5,283, 1S5, 
WO 91/15501, WO 95/26356 et le brevet US N° 5,527,928. Les lipides cationiques 
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sont utilises de preference avec un lipide neutre te! que le DOPE (dioleyl 
phosphatidylethanolamine) comme par exemple cela est decrit dans WO 90/1 1092. 

Des microparticules d'or ou de tungstene peuvent aussi etre utilisees comme 
5 agents de transport, tel que c'est decrit dans WO 91/359, WO 93/17706 et Tang et al, 
Nature (1992) 356 : 152. Dans ce cas la, le polynucleotide est precipite sur ies 
microparticules en presence de chlorure de calcium et de spermidine puis 1'ensemble 
est administre par jet a haute vitesse dans le denne ou dans l'epiderme, a l'aide dun 
appareil sans aiguille tel que ceux decrits dans les brevets US N° 4,945,050 et N° 
10 5,015,580 et WO 94/24243. 

La quantite d'ADN qui peut etre utilisee pour vacciner un individu depend d'un 
certains nombre de facteurs tels que par exemple la force du promoteur utilise afin 
d'exprimer l'antigene, I'immunogenicite du produit exprime, la condition du 
15 mammifere auquel est destinee ['administration {e.g., le poids 1'age, et I'etat de sante 
general), ie mode d'administration et le type de formulation. En general une dose 
appropriee a un usage prophylactique ou therapeutique chez un adulte de I'espece 
humaine est d'environ 1 fig a environ 5 mg, de preference d'environ 10 ug a environ 
1 mg, et de maniere tout particulierement preferee d'environ 25 (.ig a environ 500 us. 

20 

Parmi Ies agents immunogenes cites precedemment, on trouve les vecteurs 
vaccinaux. Parmi les vecteurs d'origine virale on trouve notamment les adenovirus et 
les poxvirus. Un exemple de vecteur derive d'un adenovirus ainsi qu'une methode 
pour construire un vecteur capable d'exprimer une molecule d'ADN codant pour un 

25 peptide ou polypeptide utile aux fins de la presente invention sont decrits dans le 
brevet US N° 4,920,209. Des poxvirus qui peuvent etre utilises de meme, sont par 
exemple les vims de la vaccine et du canarypox. lis sont decrits de maniere 
respective dans les brevets US N° 4,722,848 et 5,364,773 (voir aussi e.g., Tartaglia 
et al, Virology (1992) 188 : 217 et Taylor et al, Vaccine (1995) 13 : 539). Des 

30 poxvirus capable d'exprimer un peptide ou polypeptide utile aux fins de la presente 
invention peuvent etre obtenus par recombinaison homologue tel que decrit dans 
Kieny et al, Nature (1984) 3\2 : 163, de maniere a ce que le fragment d'ADN codant 
pour le peptide ou le polypeptide soit place dans des conditions appropriees a son 
expression dans des cellules de mammiferes. Un vecteur bacterien tel que le Bacille 

35 bilie de Calmette-Guerin peut etre aussi envisage. 
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D'une maniere generate, la dose d'un vecteur viral destinee a des fins 
prophylactiques ou therapeutiques peut etre d'environ IxlO 4 a environ 1x10", de 
maniere avantageuse d'environ IxlO 7 a environ lxlO^, de preference d'environ 
1x107 a environ lxl 0^ unites formant plaques per kiloaram. 

Parmi les vecteurs bacteriens, on cite notamment Shigella. Salmonella. Vibrio 
cholerae. Lactobacillus et Streptococcus. Des souches mutantes non-toxiques de 
Vibrio cholerae qui peuvent etre utiles comme vaccin vivant, sont decrites dans 
Mekalanos et el, Nature (1983) 306 : 551 et le brevet US N° 4,882,278 (souche dans 
laquelle une partie substantielle de !a region codant pour chacun des deux alleles 
ctxA a ete deletee de maniere a ce qu'aucune toxine fonctionnelle ne puisse etre 
produite) ; WO 92/11354 ( souche dans laquelle Ie locus irgA est inactive par 
mutation ; cette mutation peut etre combinee dans une meme souche avec des 
mutations ctxA) ; at WO 94/1533 (mutant obtenu par deletion a qui il manque des 
sequences fontionnelles ctxA et attRSl). Ces souches peuvent etre modifies 
genetiquement afm d'exprimer des antigenes heterologues tel que decrit dans WO 
94/19482. 



Des souches attenuees de Salmonella typhiimtrium modifiees genetiquement ou 
non pour l'expression recombinante d'antigenes heterologues, ainsi que leurs usage 
en tant que vaccins sont decrits dans Nakayama et al, BioTechnology (1988) 6 : 693 
et WO 92/1 1361. 

D'autres bacteries utiles en tant que vecteurs vaccinaux sont decrits dans High 
et al, EMBO (1992) 1 1 : 1991 et Sizemore et al, Science (1995) 270 : 299 (Shigella 
Jlexneri) ; Medaglini et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92 : 6868 
(Streptococcus gordonii) ; et Flynn J.L. Cell. Mol. Biol. (1994) 40 (suppl. I) : 31, 
WO 88/6626, WO 90/0594, WO 91/13157, WO 92/1796 et WO 92/21376 (Bacille 
de Calmette Guerin). 

Dans les vecteurs bacteriens la sequence d'ADN codant pour un peptide ou 
polypeptide d' Helicobacter peut etre inseree dans le genome bacterien ou bien rester 
a l'etat libre, portee par un plasmide. 

De meme une molecule d'ADN ou un vecteur vaccinal peuvent comporter une 
sequence codant pour n'importe quel polypeptide ou peptide decrit ci-dessus. 



WO 98/48836 




PCT/FR98/00875 



Une molecule d'ADN, de preference un vecteur vaccinal viral peut aussi 
comporter une sequence codant pour une cytokine, par exemple une lymphokine telle 
que l'interleukine-2 ou -12, sous le controle d'elements appropries pour expression 
dans une cellule de mammifere. Une alternative a cette option consiste aussi a ajouter 
5 dans une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention 
comprenant une molecule d'ADN ou un vecteur, une autre molecule ou vecteur viral 
codant pour une cytokine. 

D'une maniere generate, l'invention a done egalement pour objet une 

10 composition pharmaceutique destinee a traiter ou a prevenir une infection a 
Helicobacter qui comprend pour administration consecutive : (i) un premier produit 
contenant (a) un agent immunogene derive $ Helicobacter selectionne de maniere 
independante, parmi une preparation de bacteries Helicobacter inactivees, un lysat 
cellulaire $ Helicobacter, un peptide et un polypeptide $ Helicobacter sous forme 

15 purifiee, et (b) un compose capable de favoriser 1'induction d'une reponse immune de- 
type Thl et (ii) un deuxieme produit contenant un agent immunogene derive 
^Helicobacter selectionne de maniere independante, parmi une preparation de 
bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire ^Helicobacter, un peptide et un 
polypeptide ^Helicobacter sous forme purifiee, une molecule d'ADN comportant 

20 une sequence codant pour un peptide ou un polypeptide d' Helicobacter placee sous 
le controle des elements necessaires a son expression et un vecteur vaccinal 1 : 
comportant une sequence codant pour un peptide ou un polypeptide d! Helicobacter 
placee sous le controle des elements necessaires a son expression ; de preference a 
condition que, lorsqu'un premier produit contient un peptide ou un polypeptide et un 

25 deuxieme produit contient une molecule d'ADN ou un vecteur vaccinal, ladite 
sequence codante de la molecule d'ADN ou du vecteur vaccinal code pour le peptide 
ou polypeptide contenu dans le premier produit. 

Dans la description ci-avant on s'est essentiellement re fere aux infections a 
30 Helicobacter et aux moyens de les combattre en prevention et en prophylaxie. 
Neanmoins, on doit comprendre que les principes et methodes enonces ci-avant 
peuvent s'appliquer mutatis mutandis a toute autre infection induite par un 
microorganisme quelconque dont le siege est 1'estomac le duodenum ou l'intestin. 

35 On precise en outre que tous les documents publies et cites dans la presente 

demande sont incorpores par reference. 
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L'invention est illustree ci-apres par reference aux figures suivantes. 

La Figure 1 se refere a I'Exemple 1 et presente les niveaux d'activite urease 
apres epreuve, mesuree 4 hrs apres le sacrifice des souris ayant re?ues par 3 fois, a 
5 JO, J28 et J56 : (a) une preparation d'urease encapsulee a environ 80 % dans des 
liposomes DC-chol, dans les muscles dorso-lombaires ; ou (b) une preparation 
d'urease adjuvantee par de la toxine cholerique, par voie intragastrique. Les 
experiences (c) et (d) correspondent respectivement aux temoins positifs et negatifs. 

10 La Figure 2 se refere a I'Exemple 1 et presente les niveaux d'activite urease 

apres epreuve, mesuree 4 hrs apres le sacrifice des souris ayant recues par 3 fois, a 
JO, J28 et J56 : (a) une preparation d'urease adjuvantee par de la toxine cholerique, 
par voie intragastrique ou (b) une preparation d'urease adjuvantee par du PCPP, par 
voie sous-cutanee dans la partie sous-lombaire posterieure gauche ; ou (c) une 

15 preparation d'urease adjuvantee par du QS-21, par voie sous-cutanee dans le bas du 
dos. Les experiences (c) et (d) correspondent respectivement aux temoins positifs et 
negatifs. 

La Figure 3 presente les quantites d'immunoglobulines seriques' induites chez 
20 les singes soumis a des protocoles d'immunisation decrits dans I'Exemple 2, et 
exprimees en titre ELISA. Un groupe controle comprenant 4 singes et trois groupes 
test sont formes, chacun des groupes test comprenant 8 singes ; chaque groupe test 
est divise en deux sous-groupes de 4 singes, Tun recevant uniquement la preparation 
H. pylori inactivee (1, 2 et 3) et Tautre recevant la preparation H. pylori inactivee et 
25 de l'urease recombinante (lu, 2u et 3u). Le groupe 1 et lu correspond au protocole 
d'administration [nasal + intragastrique, 4 fois] ; le groupe 2 et 2u correspond au 
protocole d'administration [intramusculaire, 4 fois] ; le groupe 1 et lu correspond au 
protocole d'administration [nasal + intragastrique, intramusculaire, nasal + 
intragastrique, intramusculaire]. Le titre ELISA est mesure trois fois : une premiere 
30 fois, a JO (bande blanche), une deuxieme fois a J42 (bande grise), une troisieme fois 
a J78 (bande noire). 

La Figure 4 presente les quantites d'immunoglobulines seriques induites chez 
les souris soumises aux protocoles d'immunisation decrits dans I'Exemple 3, et 
35 exprimees en titre ELISA. O indique le titre ELISA en IgG2a et ♦ indique le titre 
ELISA en IgGL Deux groupes controle (temoins positif et negatif), quatre groupes 
test (Al a A4) ainsi qu'un groupe de reference (LT) sont formes ; chacun des groupes 
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comprenant 10 souris. Les mesures des quantites d'immunoglobulines seriques sonl 
effectives pout seulement 5 souris parmi les dix. Les souris des groupes Al a A4 ont 
recues des doses de 10 ug d'urease par voie sous cutanee dans la partie sous-lombaire 
posterieure gauche, en presence de QS-21 (Al), Bay R1005 (A2), DC-chol (A3) ou 
5 de PCPP (A4). Les souris du groupe de reference ont recues des doses de 40 ug 
d'urease par voie orale en. presence de la proteine heat-labile d'E. coli. 

La Figure 5 presente les taux d'activite urease mesures au niveau de la 
muqueuse stomacale, a DO 550 4 heures apres que les souris soumises aux protocoles 
10 d'immunisation decrits dans 1'Exemple 3, aient ete sacrifiees. Les groupes sont tels 
que decrits pour la Figure 4. 

La Figure 6 presente les taux d'activite urease mesures au niveau de la 
muqueuse stomacale, a DO 550 24 heures apres que les souris soumises aux 
15 protocoles d'immunisation decrits dans 1'Exemple 3, aient ete sacrifiees. Les groupes 
sont tels que decrits pour la Figure 4. 

La Figure 7 presente la charge bacterienne mesuree au niveau de la muqueuse 
stomacale, apres que les souris soumises aux protocoles d'immunisation decrits dans 
20 1'Exemple 3, aient ete sacrifiees. Les groupes sont tels que decrits pour la Figure 4. - 

Les Figures 8A et 8B presentent l'activite urease (Fig. 6A) evaluee apres 4 hrs 
(OD a 550 nm) avec le Jatrox test (Procter & Gamble) et la charge bacterienne (Fig. 
6B) chez des souris infectees par H. pylori et ensuite soumises a differents 

25 traitements A-H [A : LT + urease par voie orale ; B : QS21 + urease, par voie 
parenteral, au niveau du cou ; C : QS21 + urease, par voie parenteral, dans la 
region lombaire ; D : QS21 seul par voie sous-cutanee, dans la region lombaire ; E : 
Bay R1005 + urease, par voie parenteral, au niveau du cou ; F : Bay R1005 + urease 
par voie parenteral, dans la region lombaire ; G : Bay R1005 seul. par voie sous- 

30 cutanee dans la region lombaire (controle) ; H : solution saline par voie sous-cutanee 
dans la region lombaire (controle positif)] I represente le controle negatif. 
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Exemple 1 : Etudes d'immunisation chez la souris 



1A - Materiel et methodes 



10 



Souris 

Des souris femelles Swiss de 6/8 semaines ont ete fournies par Janvier (France). 
Pendant toute la duree de 1'experience on a utilise du materiel sterilise ; les cages 
etaient protegees par des "isocaps" ; les souris ont ete nourries avec de l'eau flltree et 
des aliments irradies. 



Protocole d'administration 

Lors de chaque experience, les souris ont recues 3 doses du meme produit ; chaque 
dose a 28 jours d'intervalle (les jours 0, 28 et 56). L'administration du produit a ete 
effectuee par voie nasale (jusqu'a 50 ul sur les souris eveillees), par voie orale (300 u 

15 1 en 0,2 M NaHCC>3 P ar gavage gastrique), ou par voie sous-cutanee (300 ul sous la 
peau du cou ou sous la peau du cote gauche de la region lombaire). Dans certains 
cas, une inoculation intramusculaire a ete effectuee (50 ul) dans les muscles dorso- 
Iombaires des souris anesthesiees. 10 ug d'urease ont ete administres par voie nasale, 
sous cutanee ou intramusculaire, et 40 ug par voie orale. En ce qui concerne la 

20 preparation bacterienne inactivee, 400 ug de cellules ont ete administres par voie 
sous cutanee ou par voie orale. 



Antigenes et adjuvants 

25 L'apoenzyme de l'urease d'H. pylori a ete exprimee dans E. coli et purifiee comme 
cela a ete decrit dans l'exemple 5 de W096/31235. Dans la suite du texte pour 
designer cette apoenzyme, on emploie le simple terme d'urease. 

Des liposomes DC-chol contenant de l'urease sont prepares comme suit : Tout 
30 d'abord, afin d'obtenir un film lipidique sec contenant 100 mg de DC-chol (R-Gene 
Therapeutics) et 100 mg de DOPC (dioleylphosphatidylcholine) (Avanti Polar 
Lipids), on melange ces produits sous forme de poudre dans environ 5 ml de 
chloroforme. On laisse la solution s'evaporer sous vide a 1'aide d'un evaporateur 
rotatif. Le film ainsi obtenu sur les parois du recipient est seche sous vide pousse 
35 pendant au moins 4 hrs. En parallele, 20 mg d'un lyophilisat d'urease et 100 mg de 
sucrose sont dilues dans 13.33 ml de tampon Hepes 20 mM pH 7.2. Dix ml de cette 
preparation (qui contient 1.5 mg d'urease et 0.75 % de sucrose) est flltree sur filtre 
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Millex 0.220 jim, puis utilisee pour rehydrater le film lipidique. La suspension est 
mise sous agitation pendant 4 hrs puis soit extrudee (10 passages sur membrane de 
polycarbonate 0.2 jam) ou microfluidisee (10 passages sous une pression de 500 kPa 
dans un microfluidiseur Y10 de Microfluidics Co). Dans la suspension de liposomes 
5 ainsi obtenue Ie taux d'urease encapsulee est de 10 a 60 %. Cette suspension est 
lyophilisee apres avoir ajuste la concentration en sucrose a 5 % (on ajoute 425 mg de 
sucrose pour 10 ml). Avant utilisation, le lyophilisat est repris par un volume d'eau 
ou de tampon approprie et la suspension est purifiee sur un gradient discontinu de 
sucrose (paliers de 0, 30 et 60 %) de maniere a obtenir une preparation dans laquelle 
10 la quantite d'urease encapsulee est superieure a 70 % environ par rapport a la 
quantite totale d'urease. 

La toxine cholerique est utilisee comme adjuvant mucosal a raison de 10 jag / dose 
d'urease ou de preparation bacterienne. 

15 

Le QS-21 (Cambridge Biosciences) est utilise comme adjuvant a raison de 15 ng / 
dose d'urease. 

Le polyphosphazene (PCPP) (Virus Research Institute) est utilise comme adjuvant a 
20 raison de 1 00 jig / dose d'urease. 

Epreuve 

Deux semaines apres le deuxieme rappel, les souris ont ete soumises a un gavage 
gastrique avec 300 jil d'une suspension d'une souche d'K pylori adaptee a la souris, 
25 la souche ORV2002 (1 x 10 7 bacteries vivantes dans 200 ja.1 de PBS ; DO 550 de 0.5 
environ). Un groupe n'ayant re<j:u aucune dos d'antigene et servant de controle est 
eprouve de meme. 

Analyse de Tepreuve 

30 Quatre semaines apres l'epreuve, les souris ont ete sacrifices par rupture des 
vertebres cervicales. Les estomacs ont ete preleves pour evaluer 1'activite urease et 
faire des analyses histologiques. L^ctivite urease a ete evaluee apres 4 et 24 heures 
(DO a 550 nm) avec le Jatrox test, Procter & Gamble) et apres 24 heures le nombre 
de souris encore negatives (DO inferieure a 0,1) a ete releve. 
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Mesure de reponse anticorps locale par ELISPOT (glandes salivaires et 
estomac). 

Les ELISPOT ont ete executes conformement a Mega et al, J. Immunol. (1992)148 : 
5 2030. Les plaques ont ete enduites d'un extrait de proteines d'H. pylori a une 
concentration de 50 jag/ml. 

Pour tester la reponse anticorps au niveau de l'estomac nous avons modi fie la 
methode comme suit : La moitie de l'estomac a ete coupee en morceau de 1mm 2 avec 

10 un appareil automatique pour couper les tissus humains (Mc Illwain Laboratories, 
Gilford, UK) et la digestion effectuee avec de la Dispase (2 mg/ml, Boerinsher 
Mannheim) dans 2 ml d'une solution de Joklil modiflee a laquelle ont ete ajoutes 
10% de serum de cheval (Gibco), de la glutamine et des antibiotiques. Quatre 
digestions d'une 1/2 heure ont ete executees a 37° C avec brassage doux. Les cellules 

15 ainsi digerees ont ete fl I trees apres chaque etape a I'aide de filtres 70 j.im (Falcon), 
puis lavees 3 fois dans une solution de RPMI 1640 (Gibco) complementee a 5 % de 
de serum de veau foetal (FCS), et incubees dans la meme solution pendant au moins 
4 heures dans des plaques recouvertes de nitrocellulose (Millipore) (100 ul/puits, 4 
puits). Par moitie d'estomac, on obtient entre 1 et 3, 1 0 5 cellules (les cellules de 

20 grande taille et les macrophages n'ont pas ete comptees). 

L'IgA biotinylee et le complexe streptavidine - peroxydase biotinylee provenaient 
d'Amersham. Les spots ont ete reveles sous Taction du substrat AEC (Sigma) et des 
que les plaques sont seches, ils ont ete comptes sous un microscope (grossissement 
25 16 ou 40X). Les valeurs moyennes correspondant au nombre de taches (spots) d'lgA 
dans quatre puits ont ete calculees et exprimees comme le nombre de taches/ 10 6 
cellules. 

Analyse de la reponse par ELISA 

30 Les analyses par ELISA ont ete executees conformement au protocole standard (les 
conjugues biotinyles et la streptavidine peroxydase provenaient de chez Amersham 
et le substrat OPD (O-phenyldiamine dihydrochloride) de chez Sigma). Les plaques 
etaient enduites d'extraits H. pylori (5|.ig/ml) dans du tampon carbonate. Un serum de 
controle de souris dirige contre Textrait dY/. pylori a ete introduit dans chaque 

35 experience. Le titre correspond a l'inverse de la dilution donnant une DO de 1,5 a 
490 nm. 
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IB- Resultats 

Les resultats sont presentes dans les Figures 1 et 2 decrites ci-avant et commentees 
comme suit : 

5 

Avant tout commentaires au sujet des Figures 1 et 2, on note que ces figures 
presentent ies resultats obtenus avec 1'antigene utilise adjuvante par de la toxine 
cholerique et administre par voie intragastrique. Cette experience est dite experience 
de reference standard dans la mesure ou Tassociation de 1'art anterieur CT / IG est 
10 celle qui donne les meilleurs resultats a ce jour. 

La Figure 1 montre qu'une preparation d'urease encapsulee dans des liposomes DC- 
chol donne d'aussi bons resultats que ceux obtenus dans l'experience de reference 
standard. - 

15 

De plus, on fait reference aux experiences (a) a (d) dont les resultats en tennes 
d'activite urease 4 hrs apres que les souris aient ete sacrifices sont reportes dans la 
Figure 1 et on indique que le nombre de souris qui sont toujours negatives pour 
l'activite urease 24 hrs apres avoir ete sacrifices est respectivement (a) 5/10, (b) 4/10, 
20 (c) 0/10 et (d) 10/10. Ceci est en accord avec ce qui a ete conclu au paragraphe 
precedemment ; a savoir que l'experience (a) conduit a des resultats similaires a ceux 
obtenus lors de l'experience de reference standard. 

La Figure 2 montre qu'une preparation d'urease adjuvantee par le QS-21 donne 
25 d'aussi bons resultats que ceux obtenus dans l'experience de reference standard. De 
plus, cette figure montre que les resultats que Ton obtient en utilisant le PCPP a titre 
d'ajuvant sont beaucoup moins bons que ceux obtenus avec le QS-2 1 . Ceci s'explique 
dans la mesure ou le PCPP induit preferentiellement avec 1'urease une reponse de 
type Th2 tandis que le QS-21 avec 1'urease induit une reponse equilibree Thl/Th2 ; 
30 ainsi que cela est demontre dans !e tableau ci apres. 

De plus, on fait reference aux experiences (a) a (e) dont les resultats en termes 
d'activite urease 4 hrs apres que les souris aient ete sacrifices sont reportes dans la 
Figure 2 et on indique que le nombre de souris qui sont toujours negatives pour 
35 l'activite urease 24 hrs apres avoir ete sacrifices est respectivement (a) 1/8, (b) 0/8, 
(c) 5/8, (d) 0/8 et (e) 10/10. Ceci est en accord avec ce qui a ete conclu au paragraphe 
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precedemment ; a savoir que l'experience (c) conduit a des resultats similaires a ceux 
obtenus lors de l'experience de reference standard. 

Le tableau ci-apres presente les quantites d'IgA, IgGI et IgG2a seriques induites lors 
5 des experiences dont les resultats en termes d'activite urease sont reportes dans les 
Figures 1 et 2 ainsi que le nombre de souris dont l'activite urease est caracterisee par 
une DO inferieure a 0.1 apres 4 et 24 hrs apres sacrifice. Les quantites d'lgA, IgGI et 
IgG2a sont exprimees en titre EL1SA. 

10 





urease 
CT 
IG 


urease 
DC-chol 
SC 


urease 
PCPP 
SC 


urease 
QS21 
SC 


IgA 


45 


0 


58 


1 


IgGI 


65700 


620000 


2930520 


2970399 


IgG2a 


20200 


321000 


26200 


1 136095 


DO < 0. 1 
4 hrs 


5/10 


5/10 


0/8 


6/8 


DO < 0. 1 
24 hrs 


4/10 


5/10 


0/8 


5/8 



Les resultats presentes dans le tableau ci-avant montrent que lorsque la voie sous- 
cutanee est employee (ainsi qu'un adjuvant approprie pour cette voie), le taux 
d'anticorps serique est important ; ce qui n'est pas le cas apres usage de la voie 
intragastrique (et de l'adjuvant qui est approprie a cette voie). De plus, ces resultats 
montrent que lorsque l'on utilise le DC-chol ou le QS-21, on obtient un fort taux 
d'IgG2a, comparable au taux d'IgGI en ordre de grandeur. Ceci indique que ces 
adjuvants ont la capacite d'indutre non seulement une reponse Th2, mais aussi une 
reponse Thl. Par contre, lorsque l'on utilise le PCPP, le taux d'lgG2a obtenu est 
nettement plus faible que le taux d'IgGI. On en conclut que ce dernier adjuvant 
indutt essentiellement une reponse Th2 et ne peut done pas etre un adjuvant utile aux 
fins de la presente invention. 



15 



20 
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Exemple 2 : Etudes d'irnmunisation chez les singes 
2A - Materiel et methodes 
5 Singes 

Vingt huit singes (Macaca fascicularis) ages de 2 ans et originaires de Tile Maurice 
ont ete utilises dans cette etude. Avant de sousmettre les singes aux differents 
protocoles d'irnmunisation decrits ci-apres, une biopsie a revele que la plupart d'entre 
eux etaient infectes de maniere chronique par des organismes proches de 
10 Gastrospirillum hominis (GHLO) ou de H. heilmanii. 

Protocoles d'administration 

Puisque presque tous les singes etaient infectes par des GHLO, on a decide de tester 
1'efficacite de differents protocoles en therapie. Trois protocoles ont ete mis en 
15 oeuvre, tels que resumes dans le tableau ci apres : 



Groupe 


JO 


J21 


J42 


J63 


1 et lu 


IN+ IG 


IN + IG 


IN + IG 


IN + IG 


2 et 2u 


IM 


IM 


IM 


IM 


3 et 3u 


IM 


IN + IG 


IM 


IN + IG 



On precise que 1'administration par voie intramuscuiaire a ete effectuee dans les 
muscles dorso-lombaires. 

20 

Antigenes et adjuvants 

Dans la mesure ou il existe une reactivite croisee entre les GPLO et H. pylori, on a 
choisit d'utiliser une preparation de bacteries H. pylori inactivees, telle que decrite 
25 dans l'exemple 1A, seule ou en combinaison avec de 1'urease recombinante preparee 
selon la methode referencee dans l'exemple 1 A. 

La heat-labile toxine d'£. coli (LT) (Sigma) ou la sous-unite B de la toxine 
cholerique (CTB) (Pasteur Merieux serums & vaccins) a ete utilise comme adjuvant 
30 mucosal tandis que le DC-chol a ete utilise comme adjuvant parenteral. De la poudre 
de DC-chol est simplement rehydratee par une preparation d'antigene. 
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Les doses utilisees sont comme suit : 



Voie 


Germes 


Urease 


DC-chol 


LT 


CTB 


IG 


400 jug 


2,5 ms 




25 Mg 




IN 


400 jag 


400 j.ig 




25 ng 


25 j.ig 


IM 


400 jag 


100 jag 


400 j.ig 







Biopsies, test urease et etude bacteriologique / histologique 

On a effectue une biopsie sur chacun des singes avant et apres immunisation (un 
mois apres le troisieme rappel). A partir des biopsies, un test urease et une etude 
histologique ont ete mis en oeuvre. 



10 



15 



20 



L'activite urease est evaluee en utilisant le kit Jatrox (Procter & Gamble). 
L'importance de cette activite est estimee comme suit, de maniere decroissante : 
niveau 3, coloration rose apparaissant au cours des 10 premieres minutes ; niveau 2, 
coloration rose apparaissant entre 10 et 30 minutes apres l'adjonction des reactifs; 
niveau 1, coloration rose apparaissant entre 30 min et 4 hrs et niveau 0, coloration 
faible ou inexistante apres 4 hrs. 

Les etudes histologiques ont ete realisees a partir de biopsies fixees dans du formol 
et la charge bacterienne quantifiee comme suit : absence de bacteries (0) ; quelques 
bacteries de type Helicobacter (0,5) ; d'assez nombreuses bacteries (1) ; de 
nombreuses bacteries (2) ; de tres nombreuses bacteries (3). Une difference d'un 
niveau (de 1 a 2 par exemple) correspond a un nombre 5 fois plus important de 
bacteries. 



25 



Analyse de la reponse par test ELISA 

Un test ELISA est mis en oeuvre comme decrit dans l'exemple 1 A. 
2B - Resultats 



>0 



Le tableau ci-dessous est relatif a la charge bacterienne qui, avant et apres 
immunisation, est appreciee a l'aide de deux tests : (i) en evaluant l'activite urease et 
(ii) en effectuant une- etude histologique. Les resultats y afferant sont presentes dans 
les colonnes 3 a 6. Les trois dernieres colonnes indiquent pour chaque groupes 
(controle, 1, 2 ou 3) le nombre de singes pour lesquels la charge bacterienne reste 
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inchangee apres immunisation (-^) d'apres les deux tests ; ou apparait moindre (^) 
ou accrue (71) dans au moins un des deux tests, I'autre test indiquant une charge 
bacterienne stationnaire. Lorsque les resultats des deux tests vont dans le metne sens, 
la fleche ascendante ou descendante est double. 







Activite Urease 


Histologie 


Variation 




Singes 


Groupe 


avant 


apres 


avant 


apres 












immunisation 


immunisation 








H 282 


C 


2-2 


3-2 


2 


3-2 








J 005 


C 


2-2 


2-1 


2 


1-0 


1/4 


1/4 


2/4 


J S52 


c 


0-0 


2-0 


0 


1-1 






(2/4 7171) 


J 476 


c 


0-0 


2-0 


0 


I-I 








H 799 


I 


2-2 


2-2 


2 


2-2 








J 845 


1 


2-2 


3-2 


2 


2-1 








J 205 


1 


1-1 


2-2 


0 


1 








J 328 


I 


2-2 


1-2 


J 


3-2 


1/8 


5/8 


2/8 


J 197 


lu 


2-2 


3-2 


2 


3 






(1/8 


H 025 


lu 


2-2 


2-2 


1 


1-1 








G 460 


lu 


2-2 


3-2 


3 


2-3 








J 607 


lu 


2-2 


2-2 


2 


2 








H 549 


2 


3-3 


2-2 


3 


2-3 








H 622 


2 


3-3 


t-l 


2 


2-3 








H 504 


2 


3-3 


1-1 


2 


2-1 








H 798 


2 


l-l 


0-1 


1 


1-1 








J 367 


2u 


2-2 


2-1 


-« 


2-3 


6/8 


1/8 


1/8 


G486 


2u 


2-2 


2-2 


1 


2-2 








J 522 


2u 


2-2 


0-0 


2 


2-2 








G 722 


2u 


3-3 


2-0 


2 


2-3 








H 820 


3 


3-3 


2-2 


3 


2-2 








J 557 


3 


2-2 


1-0 


2 


1-2* 








H 588 


3 


2-2 


2-0 


-> 
j 


1-2 








J 153 


3 


3-3 


3-3 


2 


3-3 


5/8 


0 


3/8 


H480 


3u 


2-2 


2-2 


2 


3-3 


(3/8 a>d) 






J 344 


3u 


3-3 


2-0 


3 


2-2 








H 710 


3u 


2-2 


2-2 


2 


_>-j> 








J 262 


3u 


3-3 


2-2 


-» 


3-2 
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Ainsi, ce tableau revele que dans !e groupe ayant ete soumis a un protocole 
d'immunisation par la voie muqueuse stricte, les resultats sont sensiblement 
identiques a ceux obtenus avec le groupe controle negatif. Par contre, dans les 
5 groupes ayant ete soumis a un protocole d'immunisation par voie mixte muqueuse et 
intramusculaire ou par la voie intramusculaire stricte, on observe une nette reduction 
de la charge bacterienne. Ceci met en lumiere ['importance des conditions 
d'immunisation et en particulier de l'adjuvant utilise ; et en consequence, on 
recommende Tusage d'un adjuvant tel que le DC-chol, capable de favoriser une 
10 reponse Thl et Th2 equilibree, afin d'obtenir un effet protecteur. 

Ces resultats sont a mettre en perspective avec d'autres resultats relatifs aux taux 
d'anticorps seriques qui sont presentes dans la Figure 3. Cette figure montre que que 
le schema d'immunisation par voie muqueuse stricte (1 et lu) conduit a des resultats 
15 tres similaires a ceux du groupe controle negatif. Par contre, le schema 
d'immunisation par voie mixte muqueuse et intramusculaire (2 et 2u) et mieux encore 
le schema d'immunisation par voie intramusculaire stricte (3 et 3u), permet d'induire 
des taux d'anticorps nettement superieurs a ceux du groupe controle. 

20 Ainsi, une reponse serique importante peut etre correlee a un effet protecteur, tandis 
qu'a contrario, une faible reponse est liee a l'absence d'effet protecteur. Les 
conditions d'immunisation permettant d'obtenir 1'effet desire (reponse serique 
importante et effet protecteur) inclut I'usage de la voie parenteral ciblee dans la 
region sous-diaphragmatique ou celui d'un adjuvant Thl . 
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Exemple 3 : Autres etudes d'immunisation chez la souris 

3A - Materiel et methodes 

Souris 

Des souris femelles Swiss de 6/8 semaines ont ete fournies par Janvier (France). 
Pendant toute la duree de l'experience on a utilise du materiel sterilise ; les cases 
etaient protegees par des "isocaps" ; les souris ont ete nourries avec de I'eau filtree et 
des aliments irradies. 
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Protocole d'administration 

Lors de chaque experience, les souris ont revues 3 doses du meme produit ; chaque 
dose a 21 jours d'intervalle (les jours 0, 21 et 42). ^administration du produit a ete 
effectuee par voie orale (300 jil en 0,2 M NaHCOs P ar gavage gastrique), ou par 
5 voie sous-cutanee (300 jil sous la peau du cote gauche de la region lombaire). Dix j.ig 
d'urease ont ete administres sous cutanee et 40 ng par voie orale. 

Antigenes et adjuvants 

10 L'apoenzyme de Turease d'H. pylori a ete exprimee dans E. coli et purifiee comme 
cela a ete decrit dans l'exemple 5 de W096/31235. Dans la suite du texte pour 
designer cette apoenzyme, on emploie le simple terme d'urease. 

La heat-labile toxine d'£. coli (Sigma) est utilisee comme adjuvant mucosal a raison 
15 de 1 jig / dose d'urease. 

Le QS-21 (Cambridge Biosciences) est utilise comme adjuvant a raison de 15 ug / 
dose d'urease. 

20 Le Bay R1005 (Bayer) est utilise comme adjuvant a raison de 400 ug / dose d'urease. 

Le DC-chol (R-Gene Therapeutics) est utilise comme adjuvant a raison de 65 ug / 
dose d'urease. 

25 Le polyphosphazene (PCPP) (Virus Research Institute) est utilise comme adjuvant a 
raison de 100 \xg I dose d'urease. 

Epreuve 

Quatre semaines apres le deuxieme rappel, les souris ont ete soumises a un gavage 
30 gastrique avec 300 (3 x I0 6 bacteries vivantes) d'une suspension d'une souche d'H. 
pylori adaptee a la souris et resistante a la Streptomycine, la souche ORV2001. Un 
groupe n'ayant re?u aucune dose d'antigene et servant de controle est eprouve de 
meme. 

La suspension d'epreuve est preparee comme suit : H, pylori est cultivee sur agar 
35 Muller-Hinton (Difco) contenant 5 % de sang de mouton (bioMerieux) (milieu 
MHA) qui contient les antibiotiques suivants de chez Sigma : Trimethoprim 5 jig/ml, 
Vancomycine 10 ng/ml, Polymixine B 1.3 jig/ml, Amphotericine 5 |ug/ml et 
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Streptomycine 50 {.ig/ml. Les boites de culture sont incubees pendant 3 jours a 37°C 
dans des conditions de microaerophilie (Anaerocult C, Merck). Cette culture est 
recoltee pour ensemenser un fla?on pourvu d'events de 75 cm 2 (Costar) contenant 50 
ml de Brucella broth complement^ par 5 % de serum de veau foetal et par les 
5 antibiotiques sus-nommes. Le fla?on est incube dans des conditions de micro 
aerophilie, sous agitation douce pendant 24 hours. La suspension est alors diluee en 
Brucella broth pour donner une DO de 0, 1 a 550 nm (soit 1 0 7 CFU/ml). 

Analyse de Tepreuve 

10 Quatre semaines apres I'epreuve, les souris ont ete sacrifices par rupture des 
vertebres cervicales. Les estomacs ont ete preleves pour evaluer I'activite urease et la 
charge bacterienne par culture quantitative. Un quart longitudinal de l'estomac 
(antrum + corpus) est utilise pour chacun des tests. L'activite urease a ete'evaluee 
apres 4 et 24 heures (DO a 550 nm) avec le Jatrox test, Procter & Gamble) et apres 

15 24 heures le nombre de souris encore negatives (DO inferieure a 0,1) a ete releve. 

Evaluation de Pinfection par culture quantitative d'//. pylori 

Au moment ou les souris sont sacrifices, la muqueuse d'un quart de l'estomac de 

chaque souris est disposee dans le milieu Portagem de bioMerieux puis dans les deux 

20 heures qui suivent, transferee en chambre de culture. L'echantillon est alors 
homogeneise en utilisant un homogeneisateur de Dounce (Wheaton, Millville USA) 
contenant 1 ml de milieu Brucella (Brucella broth) et dilue en serie jusqu'a 10" 3 . Cent 
ul de chaque dilution (10°, 1(H, 10" 2 et 10* 3 ) sont repandus dans des boites de Petri 
contenant du milieu MHA supplements par les antibiotiques sus-nommes, pour 

25 culture- a 37°C dans des conditions de microaerophilie pendant 4 ou 5 jours. On 
decompte alors le nombre de bacteries viables. H. pylori est identifiee par sa 
morphologie revelee par une coloration de Gram et par des reactions positives a des 
tests urease, catalase et oxidase. 

30 Analyse de la reponse par EUSA 

Les analyses par EL1SA ont ete executees conformement au protocole standard (les 
conjugues biotinyles et la streptavidine peroxydase provenaient de chez Amersham 
et le substrat OPD de chez Sigma). Les plaques etaient enduites d'extraits H. pvlori 
(5jig/ml) dans du tampon carbonate. Un serum de controle de souris dirige contre 
35 Pextrait ^H. pylori a ete introduit dans chaque experience. Le titre correspond a 
l'inverse de la dilution donnant une DO de 1,5 a 490 nm. 



WO 98/48836 




PCT/FR98/00875 



3B - Resultats 

Avant tout commentaires au sujet des Figures 4 a 7, on note que ces fisures 
presentent les resultats obtenus avec Pantigene utilise adjuvante par de la LT et 
5 administre par voie intragastrique. Cette experience est dite experience de reference 
standard dans la mesure ou Passociation de Tart anterieur LT / IG est celle qui donne 
les meilleurs resultats a ce jour. 

Reponse serique 

10 Comme montre dans la Figure 4, apres trois immunisations, toutes les souris 
immunisees par voie sous-cutanee presentent une reponse serique importante en IsG. 
Sur la base des rapports IgGI:IgG2a, on remarque que le PCPP induit une reponse 
predominante de type Th2 (fort taux IgGl, faible taux IgG2a). Le Bay R1005 et le 
DC-chol induisent une reponse plus equilibree de type Thl / Th2. Enfin le QS-21 

15 induit une reponse predominante de type Thl. En fait, la difference principale entre 
les quatre groupes de souris Al a A4 reside dans leurs titres IgG2a, les titres IgGl 
etant tous similaires. 

Protection apres epreuve 

20 Les Figures 5 a 7 montrent que le niveau de protection dans les groupes Al et A2 est 
similaire a ou meme meilleur que celui observe dans le groupe de reference (LT). ILs< 
s'agit des groupes ayant re?ues les doses d'urease en presence du QS-21 et du Bay 
R1005 respectivement. Le groupe A3 (DC-chol) presente un niveau de protection 
legerement moindre. Par contre, dans le groupe A4 (PCPP), il n'est pas possible de 

25 mettre en evidence un effet protecteur important. On note que les resultats presentes 
dans les Figures 5 a 7 sont consistents entre eux. 

Lorsque Ton met en parallele les resultats presentes dans la Figure 4 d'une part et les 
Figures 5 a 7 d'autre part, on est en droit de conclure que Pusage d'.un adjuvant 
30 capable d'induire une reponse Thl ou Thl / Th2 (QS-21, Bay R1005 ou DC-chol) 
favorise la mise en place d'un effet protecteur ; contrairement a Pusage dim adjuvant 
de type Th2 (PCPP). 
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Exemple 4 : Traitement d'une infection a H. pylori chez la souris 

Nous avons compare Pefficacite de Pimmunisation par voie sous-cutanee (SC) par 
rapport a la voie mucosale afin de soigner une infection a H. pylori dans un modele 
5 de souris. 

Des souris OF1 ont ete infectees avec 10 6 colonies formant plaques (cfu) de la 
souche d'K pylori ORV2001. Apres un mois, on a verifie que Pinfection etait bien 
etablie en sacrifiant au hasard 10/100 souris et en testant Pactivite urease sur un quart 

10 de la total ite de Pestomac. Les resultats etant tous positifs, nous avons alors 
immunise des souris (10 par groupe) 3 fois a 3 semaines d'intervalle, soit par voie 
sous-cutanee en utilisant 10 jag d'urease recombinante adjuvee avec 15 jig de QS21 
(Aquila) ou 400 ug d'adjuvant Bay R1005 (Bayer), soit par voie orale en utilisant 40 
jig d'urease melangee a 1 ug de LT. Pour chacun des deux adjuvants administres par 

15 voie parenteral, Pimmunisation a ete realisee soit dans le cou, afin d'atteindre les 
ganglions lymphatiques de la region superieure du corps, soit dans la region Iombaire 
afin d'atteindre les ganglions lymphatiques abdominaux. Dix souris ont ete laissees 
non-infectees et non-immunisees (controle negatif), alors que les souris du groupe 
controle positif ont re?u une solution saline, du QS21 ou de Padjuvant Bay par voie 

20 sous-cutanee (region Iombaire). 

Un mots apres la troisieme immunisation, toutes les souris ont ete sacrifices et les 
estomacs preleves afin d'evaluer Petendue de la colonisation en mesurant Pactivite de 
Purease (10/10 souris furent analysees dans chaque groupe) ainsi qu'en effectuant une 

25 culture quantitative (5/10 souris furent analysees). Les Figures 6 A (test portant sur 
Purease) et 6B (culture) montrent que chez les souris immunisees avec Purease 
adjuvee avec du QS21 par voie sous-cutanee dans la region Iombaire, Pinfection 
avait quasiment disparu (4/5 souris etaient negatives en culture quantitative). Les 
souris immunisees avec Purease par voie sous-cutanee dans le cou, en presence de 

30 QS21 et les souris recevant Purease plus de la LT par voie orale presentaient une 
diminution de Pinfection de 10 a 100 par rapport aux souris non-immunisees. 
L'adjuvant Bay avait induit une diminution identique, plus prononcee chez les souris 
immunisees dans la region Iombaire. 
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La realisation d'une histopathologie sur ces memes souris n'a pas revele de gastrite 
plus importante par rapport aux controles. 
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Comme nous I'avions observe dans notre precedente etude prophylactique (Exemple 
1), les souris protegees presentaient un taux serique eleve des deux isotypes IgGl et 
IgG2, ce qui est representatif d'une reponse equilibree Th2/Thl. De plus, les souris 
immunisees par voie sous-cutanee dans la region lombaire presentaient les plus hauts 
5 niveaux seriques en IgA, ce qui demontre une reponse mucosale. 

Ces resultats indiquent que Timmunisation systemique ciblee est capable de guerir 
une infection a H. pylori acquise chez une souris, et que l'utiiisation d'adjuvants 
induisant une reponse mucosale equilibree de type Thl/Th2 est souhaitable afin 
10 d'atteindre ce but. 
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Revendications 



1. Une composition pharmaceutique qui comprend un agent immunogene derive 
(^Helicobacter et au moins un compose selectionne parmi : 

(i) des saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja saponaria ; 

(ii) des Iipides cationiques ou un sel de ces derniers ; lesdits lipides etant 
des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et possedant une structure qui 
inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de liaison 
selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras espaceur 
consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atomes de 
carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines primaires, 
secondares, tertiaires et quaternaires ; a condition que ces lipides ne soient pas 
presentes sous forme de liposomes lorsque ladite composition ne contient pas 
de saponine ni de glycolipopeptide de formule (I) ; et 



(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 




(I) 



dans laquelle R 

R 1 represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 

fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, 

X represente -CH r , -O- ou -NH-, 



represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 
insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
de carbone, 
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R 3 , R 4 et R 3 representent chacun, independamment Tun de l'autre, un atome 
d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans Iequel R 6 represente 
un reste alkyie ayant de 1 a 10 atomes de carbone, 

R 7 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyie en C r C 7 , 

hydroxymethyie, 1 -hydroxyethyle, mercaptomephyle, 2- 
(methylthio)-ethyle, 3-aminopropyle, 3-ureido-propyle, 3- 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxymethyle, 

carbamoylmethyle, 2-carboxethyle, 2-carbamoyIethyle, 
benzyle, 4-hydroxybenzyle, 3-indoIylmethyle ou 4- 
imidazolylmethyle, 

RS represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle, et 

R9 represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 

trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 

R 7 et R 8 peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 

-CH 2 -CH 2 -CH 2 -. 

Une composition selon la revendication 1, qui comprend au moins deux 
composes ; un premier compose etant selectionne parmi les saponines purifiees 
a partir d'un extrait de Quillaja saponaria et un deuxieme compose etant 
selectionne parmi des lipides cationiques ou un sel de ces derniers ; lesdits 
lipides etant des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et possedant une 
structure qui inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de 
liaison selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras 
espaceur consistant en une chaine alkyie lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 
atomes de carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines 
primaires, secondares, tertiaires et quaternaires. 

Une composition selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle le compose est 
une saponine qui est la fraction QS-21 purifiee a partir d'un extrait de Quillaja 
saponaria. 
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4. Une composition selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle Ie compose est un 
lipide cationique mis sous forme de dispersion. 

5. Une composition selon la revendication 1, 2 ou 4, dans laquelle le compose est 
un lipide cationique qui est le S-beta-CN-CN'.N'-dimethylaminoethane)- 
carbamoyl) cholesterol (DC-chol) ou un sel de celui-ci. 

6. Une composition selon la revendication 1, dans laquelle le compose est un 
glycolipopeptide qui est le N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)- 
N-octadecyl-dodecanoylamide (Bay R1005). 

7. Une composition selon Tune des revendications 1 a 6, dans laquelle l'asent 
immunogene derive $ Helicobacter est selectionne parmi une preparation de 
bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire d x Helicobacter, un peptide 
et un polypeptide ^Helicobacter sous forme puriflee. 

8. Une composition selon la revendication 7, dans laquelle I'agent immunogene 
derive & Helicobacter est la sous-unite UreB ou UreA de 1'urease 
^Helicobacter. 

9. Une composition selon Tune des revendications 1 a 8, dans laquelle I'agent 
immunogene est derive ^Helicobacter pylori. 

10. L'usage d"un agent immunogene derive $ Helicobacter et d'au moins un 
compose selectionne parmi : 

(i) des saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja saponaria ; 

(ii) des lipides cationiques ou un sel de ces derniers ; lesdits lipides etant 
des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et possedant une structure qui 
inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de liaison 
selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras espaceur 
consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atonies de 
carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines primaires, 
secondaires, tertiaires et quaternaires ; a condition que ces lipides ne soient pas 
presentes sous forme de liposomes lorsque ladite composition ne contient pas 
de saponine ni de glycolipopeptide de formule (I) ; et 
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(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 




(I) 



' 7 

dans laquelle . R 

R l represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 

fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, 

X represente -CH r , -O- ou -NH-, 

R 2 represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 

insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
de carbone, 

R 3 , R 4 et R 5 represented chacun, independamment t'un de 1'autre, un atome 
d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans lequel R 6 represente 
un reste alkyle ayant de 1 a 10 atomes de carbone, 5 V 

R 7 represente un atome d f hydrogene, un groupe alkyle en C r C 7> 

hydroxymethyle, 1 -hydroxyethyle, mercaptomephyle, 2- 
(methylthio)-ethyle, 3-aminopropyIe, 3-ureido-propyle, 3- 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxymethyle, 

carbamoylmethyle, 2-carboxethyle, 2-carbamoyIethyle, 
benzyle, 4-hydroxybenzyle, 3-indolylmethyle ou 4- 
imidazolylmethyle, 

R 8 represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle, et 



represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 
trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 
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R et R 8 peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 

-CH 2 -CH 2 -CH 2 - ; 

dans la fabrication d'une composition pharmaceutique capable d'induire une 
reponse immune de type T-helper 1 (Thl) a 1'encontre d' Helicobacter. 

11. L'usage selon la revendication 10, d'un agent immunogene derive 
8 Helicobacter et d'au moins deux composes ; un premier compose etant 
selectionne panni les saponines puriftees a partir d'un extrait de Quillaja 
saponaria et un deuxieme compose etant selectionne parmi des lipides 
cationiques ou un sel de ces derniers ; lesdits lipides etant des inhibiteurs 
faibles de la proteine kinase C et possedant une structure qui inclut un groupe 
lipophilique derive du cholesterol, un groupe de liaison selectionne parmi les 
carboxyamides et les carbamoyls, un bras espaceur consistant en une chaine 
alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atomes de carbone, et un groupe 
amine cationtque selectionne parmi les amines primaires, secondaires, tertiaires 
et quaternaires. 

12. L'usage selon la revendication 10 ou 11, dans lequel le compose est une 
saponine qui est la fraction QS-21 purifiee a partir d'un extrait de Quillaja 
saponaria. 

13. L'usage selon la revendication 10 ou 11, dans lequel le compose est un lipide 
cationique mis sous forme de dispersion. 

14. L'usage selon la revendication 10, 11 ou 13, dans lequel le compose est le 3 
beta -(N-(N',N'-dimethyl aminoethane)-carbamoyl) cholesterol (DC-chol) ou 
un sel de celui-ci. 

15. L'usage selon la revendication 10, dans lequel le compose est un 
glycolipopeptide qui est le N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)- 
N-octadecyl-dodecanoylamide (Bay R1005). 

16. L'usage selon 1'une des revindications 10 a 15, dans lequel la reponse immune 
de type Thl est mesuree chez la souris et est caracterisee soit (i) par un rapport 
des litres ELISA IgG2a : IgGl superieur ou egal a 1 : 100 ou (ii) par un rapport 
des titres ELISA IgG2a : IgA superieur ou egal a 1 : 100. 
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17. L'usage selon la revendication 16, dans lequel la reponse immune de type Thl 
est mesuree chez la souris et est caracterisee soit (i) par un rapport des litres 
ELISA IgG2a : IgGl superieur ou egal a 1 : 10 ou (ii) par un rapport des litres 
ELISA IgG2a : IgA superieur ou egal a 1 : 10. 

18. L'usage selon la revendication 17, dans lequel la reponse immune de type Thl 
est mesuree chez la souris et est caracterisee soit (i) par un rapport des titres 
ELISA IgG2a : IgGl superieur ou egal a I ; 2 ou (ii) par un rapport des titres 
ELISA IgG2a : IgA superieur ou egal a 1 : 2. 

19. L'usage. selon Tune des revendications 10 a 18, dans lequel Tagent immunogene 
derive d! Helicobacter est selectionne parmi une preparation de bacteries 
Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire $ Helicobacter, un peptide et un 
polypeptide ^Helicobacter sous forme purifiee. . 

20. L'usage selon la revendication 19, dans lequel l'agent immunogene derive 
d Helicobacter est la sous-unite UreB ou UreA de 1'urease $ Helicobacter. 

21. L'usage selon Tune des revendications 10 a 20, dans lequel l'agent immunogene 
est derive d 1 Helicobacter pylori. 

22. L'usage selon l'une des revendications 10 a 21, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique. 

23. L'usage selon la revendication 22, dans lequel la composition pharmaceutique 
est destinee a etre administree par voie systemique stricte. 

24. L'usage selon la revendication 22 ou 23, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique dans la 
partie d'un mammifere, notamment d'un primate situee sous son diaphragme. 

25. L'usage selon l'une des revendications 22 a 24, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique dans la 
region dorso-Iombaire d'un mammifere, notamment d'un primate. 
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26. L'usage selon I'une des revendications 22 a 25, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par une voie systemique 
selectionnee panni la voie sous-cutanee, la voie intramusculaire et la voie 
intradermique. 

27. L'usage selon Tune des revendications 10 a 26, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree deux ou trois fois par voie 
systemique au cours d'un meme traitement, afin de prevenir ou de traiter une 
infection a Helicobacter. 



28. 



L'usage conjoint d'un agent immunogene derive <5! Helicobacter et d'un 
compose capable de favoriser l'induction d'une reponse immune de type T- 
helper 1 (Thl) a 1'encontre $ Helicobacter, dans la fabrication d'une 
composition pharmaceutique destinee a etre administree par voie systemique 
pour prevenir ou traiter une infection a Helicobacter. 
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| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

m 
□ 



le texte est approuve tel qu'il a ete rem is parle deposant 

le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la 
regie 38.2b). Le deposant peut presenter des observations a radministration dans un delai 
d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport de recherche internationale. 



La figure des dessins a pu biter avec I'abrege est la suivante: 
Figure n° \^\ sugger6e par le deposant. 

| | parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieuxl'invention. 



|~X~| Aucune des figures 
n'est a publier. 
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WO 93 05162 A (UNIV TENNESSEE RES CORP) 

18 mars 1993 

cite dans la demande 
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Deration en matiere BBgRFVFTS 

V 

recd 0 2 AUG 1999 



PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 10 



Reference du dossier du dSposant ou du 

mandataire 

PM9706 PCT 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n° 
PCT/FR98/00875 


Date du d6pot international (jour/mois/annde) 
30/04/1998 


Date de priority (jour/mois/ann6e) 
30/04/1997 


Classification internationale des brevets (CIB] 
A61K39/106 


ou a la fois classification nationale et CIB 


Deposant 

MERIEUX ORAVAX et al. 



international, est transmis au deposant conformement a Tarticle 36. 
2. Ce RAPPORT comprend 8 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 



II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
p a H m inictr a tinn rhamAA de I'examen Dreliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 



I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regl 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 43 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I H Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 
Absence d'unite de ('invention 

Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a 1'appui de cette declaration 

Certains documents cites 
Irregularis dans la demande internationale 
Observations relatives a la demande internationale 



II 
III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


B 


VIII 


IS 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

25/11/1998 


Date d'achevement du present rapport 

It 07.® 


Nom et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

- Office europeen des brevets 
Xjft D-80298 Munich 
Zip' T6I. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Fonctionnaire autorise" ^^S55^n^ 

Strieker, J-E \ gy' Jj 

N° da telephone (+49-89) 2399 8395 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR98/00875 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications.) : 



Description, pages: 



1-35 



regue(s) le 



1 4/05/1 999 avec lettre du 



10/05/1999 



Revendications, N°: 

1-28 re$ue(s) le 



1 4/05/1 999 avec lettre du 



10/05/1999 



Dessins, feuilles: 

1/8,2/8,4/8-8/8 
3/8 



version initiate 
regue(s) le 



1 4/05/1 999 avec lettre du 



10/05/1999 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 



3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, l activite inventive et ia possibility d application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activity 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas 6te examinee pour 
ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande intemationale. 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR98/00875 



les revendications n os 10-28. 



parce que : 

H la demande international, ou les revendications n os 10-28, concemant I'application industrielle en question, 
se rapportent a I'objet suivant, a regard duquel I'administration chargSe de I'examen preliminaire 
international n'est pas tenue effectuer un examen preliminaire international (precise/) : 

voir feu i lie separee 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquer les elements ci-dessous), ou les revendications 
n os en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(prSciset) : 



□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-28 




Non : 


Revendications 


aucune 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


1-28 




Non : 


Revendications 


aucune 


Possibility d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-9 


Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont 6X6 constatees : 
voir feuille separee 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR98/00875 

VIII. Observations relatives a la demande 'Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Section III 

L'objet des revendications 10-28 est considere par cette Administration comme entrant 
dans le cadre de la Regie 67.1(iv) PCT. Par consequent aucune opinion ne sera emise 
concernant I'application industrielle de l'objet de ces revendications (Article 34(4)(a)(i) 
PCT). 

Section V 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1: WO-A-96 31235 
D2: WO-A-88 09336 
D3: EP-A-0 206 037 
D4: WO- A-93 05162 

D5: MOHAMMADI ET AL: "HELICOBACTER-SPECIFIC CELL-MEDIATED IMMUNE 

RESPONSES DISPLAY A PREDOMINANT TH1 PHENOTYPE AND PROMOTE A DELAYED- 
TYPE HYPERSENSITIVITY RESPONSE IN THE STOMACHS OF MICE" THE JOURNAL OF 
IMMUNOLOGY, vol. 156, 1996, pages 4729-4738. 

D6: D'ELIOS ET AL: T HELPER 1 EFFECTOR CELLS SPECIFIC FOR HELICOBACTER 

PYLORI IN THE GASTRIC ANTRUM OF PATIENTS WITH PEPTIC ULCER DISEASE" THE 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, vol. 158, 15 janvier 1997, pages 962-967. 

1 . Le document D1 , qui est considere comme etant I'etat de la technique le plus 
proche de l'objet de la revendication 1, decrit une composition pharmaceutique 
destinee a induire chez un mammifere, une reponse immunitaire protectrice a 
I'encontre d'un antigene, au niveau d'un site mucosal effecteur comprenant deux 
ou trois produits (agents inducteurs) identiques ou differents, dont la formulation 
est adaptee a I'administration envisagee (cf. resume). Le produit peut etre un 
agent immunogene d' Helicobacter pylori, par exemple la sous unite ureA ou ureB 
de son urease, ou un fragment d'ADN codant pour un antigene d'H. pylori (p. 14, 
I.28-38). 

Cet agent immunogene (proteine ou ADN) peut etre presente en formulation 
liposomale (exemples 3 a 5, en particulier des liposomes DC-Choi dans I'exemple 
5) ou non (p. 14, 1.16). 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR98/00875 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

L'objet de la revendication 1 differe done de cette composition connue en ce 
qu'elle contient, en plus de I'agent immunogene derive 6* Helicobacter, au moins 
un compose capable de favoriser I'induction d'une reponse immune de type 
T-helper 1 a I'ericontre 6 l Helicobacter selectionne parmi : 

- des saponines purifiees a partird'un extrait de Quillaja saponaria 

- des glycolipopeptides de formule (I) 

- des lipides cationiques tels que decrit en (ii), pouvant se presenter sous forme 
de liposomes si la composition comprend egalement une saponine et/ou un 
glycolipopeptide tel que defini ci-dessus. 

L'objet de la revendication 1 est done nouveau (article 33(2) PCT). 

Le probleme que l'objet de la revendication 1 se propose de resoudre peut done 
etre considere comme la fourniture d'une composition pharmaceutique alternative 
comprenant un agent immunogene derive d' Helicobacter . 

Sachant que I'induction d'une reponse predominate de type Th1 ou equilibree 
Th1/Th2 etait consideree comme nefaste et indesirable (cf. D5 et D6, resumes) 
Thomme du metier n'aurait pas utilise ces composes pour resoudre le probleme 
pose. 

La solution proposee dans la revendication 1 de la presente demande est done 
consideree comme inventive (Article 33(3) PCT). 

2. Les revendications 2-9 dependent de la revendication 1 et satisfont done 
egalement, en tant que telles, aux conditions requises par le PCT en ce qui 
concerne la nouveaute et I'activite inventive. 

3. Le document D1 , qui est considere comme representant I'etat de la technique le 
plus pertinent, divulgue une composition pharmaceutique dont l'objet de la 
revendication 10 differe en ce qu'elle contient un compose capable d'induire une 
reponse immune de type Th-1 a I'encontre d' Helicobacter. 

L'objet de la revendication 10 est done nouveau (article 33(2) PCT). 
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Le probleme que I'objet de cette revendication se propose de resoudre peut done 
etre considere comme la fourniture d'une composition pharmaceutique alternative 
comprenant un agent immunogene derive 6' Helicobacter. 

La solution de ce probleme proposee dans la revendication 10 de la presente 
demande est consideree comme impliquant une activite inventive (Art. 33(3) PCT) 
pour les memes raisons que celle invoquees au paragraphe 1 ci-dessus. 

4. Les revendications 1 1-27 dependent de la revendication 10 et satisfont done 
egalement, en tant que telles, aux conditions requises par le PCT en ce qui 
concerne la nouveaute et I'activite inventive. 

5. Le contenu de la revendication 28 est nouveau et inventif (Art. 33 (1 )-(3) PCT) 
pour les memes raisons que celles concernant la revendication 10 (paragraphe 3 
ci-dessus). 

6. II n'existe pas de critere unifie dans le PCT pour determiner si les revendications 
10-28 sont susceptibles d'application industrielle. La brevetabilite peut aussi 
dependre de la maniere dont les revendications ont ete formulees. Ainsi, I'Office 
Europeen des brevets ne considere pas comme susceptible d'application 
industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un compose a des fins 
medicales. Par contre, peuvent etre acceptees des revendications relatives a un 
compose connu, pour une premiere utilisation a des fins medicales ainsi que des 
revendications relatives a I'utilisation d'un tel compose dans la fabrication d'un 
medicament en vue d'un nouveau traitement medical. 



Section VII 

1. La figure 2 ne correspond ni a son descriptif (p.20, 1.10-17), ni aux commentaires 
donnes p.25, I.24-30. 

2. Le polyphosphazene (PCPP), qui permet d'obtenir un titre en lgG2a de 26200, est 
considere comme n'etant pas un adjuvant utile pour I'induction d'une reponse 
Th-1 (page 26, tableau et lignes 19-23; page 33 lignes 24- 32). Ceci n'est pas 
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coherent avec I'affirmation page 10, lignes 11-14. 



Section VIII 

fertilisation de liposomes DC-Choi comme unique adjuvant (exemple 1) est incoherente 
avec les caracteristiques du compose (ii) de la revendication 10. 

Ce defaut de concordance entre les revendications et la description laisse planer un 
doute sur I'objet pour lequel une protection est demandee. Les revendications ne sont 
done pas claires (article 6 PCT). 
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Composition vaccinale anti-Helicobacter comprenant un adjuvant de type Thl 

La presente invention a pour objet l'usage particulier d'une preparation 
5 vaccinale destinee a induire chez un mammifere, une reponse immunitaire protectrice 
a Tencontre d'un organisme pathogene infectant des muqueuses, notamment a 
l'encontre des bacteries Helicobacter. 

Helicobacter est un genre bacterien caracterise par des bacteries spiralees a 
10 gram negatif. Plusieurs especes colonisent le tractus gastrointestinal des mammiferes. 
On cite en particulier H pylori, H heilmanii, H felis et H. mustelae. Bien qu'i/. 
pylori soit Tespece la plus communement associee aux infections humaines, dans 
certains cas rares, H. heilmanii et H. felis ont pu etre isoles chez rhomme. Une 
bacterie de type Helicobacter, Gastrospirillum hominis a egalement ete decrite chez 
15 rhomme. 

Helicobacter infecte plus de 50 % de la population adulte dans les pays 
developpes et pres de 100 % de celle des pays en voie de developpement ; ce qui en 
fait un des agents infectieux predominants au plan mondial. 

20 

H pylori est retrouvee exclusivement a ce jour a la surface de la muqueuse de 
Testomac chez rhomme et plus particulierement autour des lesions de cratere des 
ulceres gastriques et duodenaux. Cette bacterie est a l'heure actuelle reconnue comme 
l'agent etiologique des gastrites antrales et apparait comme un des cofacteurs requis 
25 pour le developpement des ulceres. Par ailleurs, il semble que le developpement des 
carcinomes gastriques puisse etre associe a la presence d!H. pylori. 

II apparait done hautement souhaitable de mettre au point un vaccin en vue de 
prevenir ou de traiter les infections a Helicobacter. 

30 

A ce jour, plusieurs proteines d' Helicobacter ont deja ete proposees comme 
antigene vaccinal et la methode de vaccination qui est couramment preconisee 
consiste a delivrer Tantigene au niveau de la muqueuse gastrique, e'est-a-dire a 
Tendroit meme ou la reponse immune est souhaitee. Pour ce faire ? Tadministration 
35 par voie orale a done ete retenue. 
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Toujours dans le meme but (induction d'une reponse immunitaire au niveau de 
l'estomac), il a ete propose plus recemment, de delivrer l'antigene en un site 
muqueuxautre que la muqueuse gastrique ; tel que par exemple la muqueuse nasale 
ou rectale (WO 96/31235). Des lymphocytes stimules par l'antigene en un territoire 
5 muqueux dit inducteur peuvent migrer et circuler de maniere selective pour aller 
induire une reponse immunitaire en d'autres territoires muqueux, dits effecteurs. 

Une variante aussi decrite dans WO 96/31235, consiste a effectuer une primo- 
immunisation par voie systemique avant d'administrer l'antigene par voie nasale. 

L f exemple 5 de WO 96/31235 decrit une preparation dans laquelle l'urease 6!H. 
pylori (forme apo-enzymatique) est encapsulee dans des liposomes contenant du DC- 
chol. Cette preparation est par la suite utilisee dans deux protocoles d'immunisation 
rentrant dans le cadre de l'invention faisant l'objet de WO 96/31235. Apres 
immunisation et epreuve les auteurs constatent une reduction significative de 
l'activite urease, done de Tinfection. 

WO 96/31235, en son exemple 5, prevoit uniquement l'usage du DC-chol sous 
forme de liposomes. Rien n'est ajoute en ce qui concerne les eventuelles vertus des 
20 liposomes-DC-chol et la nature de la reponse immune n'est pas analysee. Nulle part 
ailleurs, n'est indique ou suggere l'usage du DC-chol a titre de simple adjuvant. 

Pour administration par voie muqueuse, l'antigene, le plus souvent un lysat 
bacterien ou une proteine purifiee, est associe a un adjuvant approprie comme la 
25 toxine cholerique (CT) ou la heat-labile toxine (LT) d'is. coli. 

Lorsque Tadministration par voie muqueuse est mise en oeuvre, la reponse 
humorale que Ton observe, est de maniere predominate de type IgA. Ceci indique 
bien qu'il y a eu une reponse immunitaire locale. 

30 

Certains auteurs ont pense tres tot qu'il existait une bonne correlation entre une 
forte reponse de type IgA et un effet protecteur (Czinn et al, Vaccine (1993) il : 
637). D'autres ont emis un avis plus reserve (Bogstedt et al, Clin. Exp. Immunol. 
(1996) 105 : 202). Bien qu'il n'existe pas a ce jour de veritable certitude concernant 
35 ce sujet, l'induction d'anticorps qui soient notamment de type IgA, apparait quoi qu'il 
en soit souhaitable pour la plupart des auteurs. 



10 
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De maniere generate, l'apparition des IgA temoigne de la mise en oeuvre d'une 
reponse de la part des lymphocytes T-helper de type 2 (reponse Th2). 

En effet, la stimulation des lymphocytes T-helper par un antigene particulier 
5 permet d'obtenir differentes sous-populations de cellules T-helper, caracterisees par 
des profils de synthese de cytokines differents. 

Les cellules Thl produisent notamment de maniere selective l'interleukine-2 
(IL-2) et l'interferon-y (IFN-y), tandis que les cellules Th2 secretent de preference 

10 l'IL-4, -5, et -10. En raison de leur production differentiee de cytokines, ces deux 
types de cellules T-helper ont des roles distincts : les cellules Thl favorisent 
l'immunite a mediation cellulaire la. une reponse de type inflammatoire, tandis que 
les cellules Th2 stimulent la reponse humorale de type IgA, IgE et de certaines sous- 
classes d'IgG. On sait aussi que les cytokines produites par des cellules Thl de souris 

1 5 peuvent stimuler la reponse anticorps et en particulier que 1'IFN-y induit une reponse 
IgG2a. 

Ainsi, des differentes etudes de Tart anterieur, emerge l'opinion selon laquelle 
Tinduction d'une reponse Th2 caracterisee par l'apparition d'IgA est indispensable, 
20 sinon suffisante, afin d'obtenir un effet protecteur. 

De maniere surprenante, on a maintenant decouvert que, meme si une reponse 
Th2 ne nuit pas, il est aussi necessaire d'induire une forte reponse Thl. En effet, des 
resultats experimentaux demontrent maintenant qu'un effet protecteur peut etre 
25 correle plus aisement avec une reponse Thl qu'avec une reponse Th2. 

Contrairement a ce qui etait initialement recherche (D'Elios et al, J. Immunol. 
(1997) 158 : 962), la presente demande revele done Timportance d'induire une 
reponse Thl de type inflammatoire au moment de Timmunisation, sans laquelle on ne 
30 peut observer d'effet protecteur. 

On peut parvenir a induire une reponse Thl a 1'encontre $ Helicobacter en 
jouant sur un certain nombre de facteurs, comme par exemple le type d'adjuvant. On 
a en effet mis en evidence qu'en utilisant certains adjuvants on peut obtenir un taux 
35 de protection similaire ou superieur a celui observe lorsque Ton utilise la voie 
muqueuse et des adjuvants tels que les toxines bacteriennes. 
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En consequence, la presente invention a pour objet : 

(a) lAisage conjoint d'un agent immunogene derive & Helicobacter et d'un compose 
capable de favoriser Tinduction d'une reponse immune de type T-helper 1 (Thl) 

5 a Tencontre $ Helicobacter, dans la fabrication d'un medicament destine a etre 

administree par voie systemique pour prevenir ou traiter une infection a 
Helicobacter. 

(b) Une composition pharmaceutique qui comprend un agent immunogene derive 
1 0 d y Helicobacter et au moins un compose (capable de favoriser Tinduction d'une 

reponse immune de type T-helper 1 (Thl) a Tencontre $ Helicobacter) 
selectionne parmi : 



15 



20 



25 



(i) 



des saponines purifiees a partir d f un extrait de Quillaja saponaria ; 



(ii) des lipides cationiques ou un sel de ces demiers ; lesdits lipides etant 
des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et possedant une structure qui 
inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de liaison 
selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras espaceur 
consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atomes de 
carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines primaires, 
secondares, tertiaires et quaternaires, a condition que ces lipides ne soient pas 
presentes sous forme de liposomes lorsque ladite composition ne contient pas 
de saponine ni de glycolipopeptide de formule (I) ; et 

(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 



30 



dans laquelle 



NH 

* 7 1 
R 9 



(I) 



35 



R 1 



represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 
fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, de preference 
1 a 20 atomes de carbone, 



7^- 
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X represente -CH 2 -, -O- ou -NH-, 



n 1 
n a ; f» r 



R 2 represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 

insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
5 de carbone 3 de preference 1 a 20 atonies de carbone, 



10 



20 



R 3 , R 4 et R 5 represented chacun, independamment Tun de l'autre, un atome 
d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans lequel R 6 represente 
un reste alkyle ayant de 1 a 1 0 atomes de carbone, 



R 7 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en C r C 7 , 

hydroxymethyle, 1-hydroxyethyle, mercaptomephyle, 2- 
(methylthio)-ethyle, 3-aminopropyle, 3-ureido-propyle, 3- 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxymethyle, 

1 5 carbamoylmethyle, 2-carboxethyle, 2-carbamoylethyle, 

ben2yle, 4-hydroxybenzyle, 3-indolylmethyle ou 4- 
imidazolylmethyle, 



R 8 represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle, et 

R 9 represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 

trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 

25 R 7 et R 8 peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 

-CH2"CH2~CH2". 

(c) L'usage d'un agent immunogene derive d' Helicobacter et d'au moins un 
compose selectionne parmi les composes (i) a (iii) cites ci dessus, dans la 
30 fabrication d'une composition pharmaceutique capable d'induire une reponse 

immune de type T-helper 1 (Thl) a l'encontre d' Helicobacter ; et 



(d) Une methode pour prevenir ou traiter une infection promue par un 
microorganisme capable d'infecter la muqueuse gastro-duodenale d'un 
35 mammifere e.g., une infection a Helicobacter, selon laquelle on administre au 

mammifere par voie systemique, en une ou plusieurs fois, une composition 
contenant au moins un agent immunogene derive dudit microorganisme e.g. 
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d 'Helicobacter et au moins un compose capable de favoriser 1'induction d'une 
reponse immune de.type T-helper 1 (Thl) a Tencontre e.g., d! Helicobacter. 

(e) Une methode pour prevenir ou traiter une infection promue par un 
microorganisme capable d'infecter la muqueuse gastro-duodenale d'un 
mammifere e.g., une infection a Helicobacter, selon laquelle on administre au 
mammifere, en une ou plusieurs fois, une composition contenant au moins un 
agent immunogene derive dudit microorganisme e.g. ^Helicobacter et au 
moins un compose selectionne parmi les composes (i) a (iii) cites ci dessus, et 
par laquelle une reponse immunitaire de type Thl est induite a Tencontre e.g. 
d Helicobacter. 

On peut mettre en evidence 1'induction dune reponse Thl utile aux fins de la 
presente invention en estimant l'importance relative de la reponse Thl par rapport a 
la reponse Th2, en comparant par exemple les taux d'IgG2a et d'IgGI induits chez la 
souris a Tencontre d' Helicobacter, qui temoignent respectivement de la mise en 
oeuvre des reponses Thl et Th2. En effet, la reponse Thl que Ton recherche est 
generalement accompagnee d ! une reponse Th2. Neanmoins, on considere que la 
reponse Th2 ne doit pas etre significativement predominate par rapport a la reponse 
Thl. Les taux d'IgG2a et d'IgGI induits chez la souris peuvent etre apprecies de 
maniere convent ionnelle a 1'aide d'un test ELISA, a condition que les tests utilises 
pour chacun des deux sous isotypes soient de meme sensibilite et en particulier que 
les anticorps anti-IgG2a et anti-IgGl soient de meme affmite. 

Les quantites d'IgG2a et d ? IgGl peuvent etre notamment mesurees a Taide d'un 
test ELISA identique ou similaire a celui decrit ci-apres. Les puits d'une plaque 
ELISA en polycarbonate sont enduits avec 100 jal d'un extrait bacterien 
d' Helicobacter e.g. H. pylori a environ 10 |ig/ml dans du tampon carbonate. La 
plaque ELISA est incubee 2 heures a 37°C puis une nuit a 4°C. La plaque est lavee 
avec du tampon PBS (phosphate buffer saline) contenant 0.05 % de Tween 20 
(tampon PBS / Tween). Les puits sont satures avec 250 de PBS contenant 1 % de 
serum albumine bovine afin d'empecher la liaison non-specifique des anticorps. 
Apres une heure d'incubation a 37°C 5 la plaque est lavee avec le tampon PBS / 
Tween. L'antiserum preleve chez la souris, un certain nombre de jours apres que cette 
derniere ait re9u la composition destinee a 1'induction d'une reponse immune de type 
Thl a l'encontre ^Helicobacter, est dilue en serie dans du tampon PBS / Tween. 100 
|il des dilutions sont ajoutes dans les puits. La plaque est incubee 90 minutes a 37°C, 
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lavee et evaluee selon des procedures standard. Par exemple, on utilise un anticorps 
de chevre anti-IgG2a ou anti-IgGl de souris couple a une enzyme telle que la 
peroxydase. I/incubation en presence de cet anticorps est poursuivie 90 minutes a 
37°C. On lave la plaque puis la reaction est developpee avec le substrat approprie 
5 (par exemple de l'O-phenyldiamine dihydrochloride lorsque l'enzyme utilisee est la 
peroxydase). La reaction est evaluee par colorimetrie (en mesurant l'absorbance par 
spectrophotometries Le titre de Tantiserum en IgG2a ou en IgGl correspond a 
l'inverse de la dilution dormant une absorbance de 1 ,5 a 490 nm. 

10 ^induction d'une reponse Thl utile aux fins de la presente invention est 

marquee par un rapport des titres ELISA IgG2a : IgGl chez la souris qui doit etre 
superieur a 1/20, avantageusement superieur a 1/10, de preference superieur a 1/3, de 
maniere tout a fait preferee, superieur a 1/2, 5 ou 10. Lorsque ce rapport est aux 
alentours de 1, on parle alors de reponse Thl / Th2 mixte ou equilibree. Lorsque le 

15 rapport est superieur ou egal a 5, on peut alors parler de reponse Thl preponderate. 

L'obtention d'une reponse Thl (ou Th2) chez la souris est predictive d'une 
reponse Thl (ou Th2) chez l'homme. Bien qu'il soit plus facile d'evaluer le type de 
reponse chez la souris, on peut le faire egalement chez l'homme en mesurant les taux 
20 des cytokines specifiques de la reponse Thl d'une part et d f autre part de la reponse 
Th2, qui sont induites subsequemment. Les reponses Thl et Th2 peuvent etre 
evaluees directement chez Thomme Tune par rapport a Tautre sur la base des taux de 
cytokines specifiques des deux types de reponse (voir ci-dessus) e.g., sur la base du 
rapport IFN-y / IL-4. 

25 

Alternativement, si la methode de dosage decrite ci-dessus est mise en oeuvre, 
on peut prevoir que le titre ELISA qui reflete la quantite d'IgG2a, doit etre egal ou 
superieur a 100 000, de maniere particulierement preferee egal ou superieur a 
1 000 000 ; ceci signifie alors que la reponse Thl est significative. 

30 

Le mammifere auquel est destinee la composition pharmaceutique ou la 
methode est avantageusement un primate, de preference un humain. 

Des saponines utiles aux fins de la presente invention sont notamment decrites 
35 dans le brevet US N° 5,057,540 par reference non a leurs structures mais aux 
fractions dans lesquelles elles sont presentes apres fractionnement d'un extrait aqueux 
de l'ecorce de Quillaja saponaria Molina, par chromatographic liquide a haute 
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pression (HPLC) et chromatographic a basse pression sur silice. En particulier on cite 
les fractions QA-7, QA-17, QA-18 et QA-21 aussi denommee QS-21. L'usage de 
cette derniere est particulierement avantageux. Le QS-21 est connu pour etre un 
adjuvant qui favorise l'induction d'une reponse immune majoritairement de type Thl. 
5 On parle alors d'adjuvant de type Thl . 

Des lipides cationiques utiles aux fins de la presente invention sont notamment 
decrits dans le brevet US N° 5,283,185. A titre d'exemple, on cite le iodure de 
cholesteryl-3p-carboxyl-amido-ethylenetrimethylammonium, le iodure de 1- 

10 dimethylamino-3-trimethylammonio-DL-2-propyl-cholesteryl carboxylate, le iodure 
de cholesteiyl-3p-carboxyamidoethyleneamine, le iodure de cholesteryl-3p- 
oxysyccinamidoethylenetrimethylammonium, le iodure de l-dimethylamino-3- 
trimethylarnmonio-DL-2-propyl-cholesteryl-3p-oxy succinate, le iodure de 2-[(2- 
trimethylammonio)-ethylmethylamino] ethyl-cholesteryl-3p-oxysuccinate, le 3p-[N- 

15 (polyethyleneimine)-carbamoyl] cholesterol, et le 3p [N-(N\ N'- 
dimethylaminoethane) carbamoyl] cholesterol (DC-chol) ou un sel de ce dernier. Le 
DC-chol (ou sa forme saline) est connu pour etre un adjuvant qui favorise l'induction 
d'une reponse equilibree mixte de type Thl / Th2. On parle alors d'adjuvant de type 
Thl /Th2 ouThl +Th2. 

20 

Ces lipides cationiques peuvent etre utilises en dispersion ou bien mis sous 
forme de liposomes. Des liposomes peuvent etre realises comme cela est decrit dans 
le brevet US N° 5,283,185, en associant les lipides cationiques avec un 
phospholipide neutre e.g., la phosphatidylcholine ou la phosphatidylethanolamine. 

25 

Des glycolipopeptides utiles aux fins de la presente invention sont notamment 
decrits dans le brevet US N° 4,855,283 et EP 206,037. II s'agit en particulier des 
glycolipides de formule generate (I) dans laquelle un reste de sucre est un reste 2- 
amino-2-desoxy-D-glucose ou 2-amino-2-desoxy-D-galactose. Le groupe 2-amino de 

30 l'amino-sucre peut etre lie a la glycine, la sarcosine, l'acide hippurique, Talanine, la 
valine, la leucine, Tisoleucine, la serine, la threonine, la cysteine, la methionine, 
l'ornithine, la citrulline, l'arginine, l'acide aspartique, 1'asparagine, l'acide glutamique, 
la glutamine, la phenylalanine, la tyrosine, la proline, le tryptophane ou l'histidine 
sous forme D ou L ou avec des acides aminocarboxyliques comme l'acide oc- 

35 aminobutyrique, l'acide oc-aminovalerianique, l'acide oc-aminocaproi'que ou Tacide oc- 
aminoheptanoique sous forme D ou sous forme L. 
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Plus particulierement, on cite les glycolipopeptides suivants : 
N-(2-glycinamido-2-deoxy-p^ 
amide, 

N-(2-glycinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-dodecyl-actadecanoylamide, 
5 N-(2-glycinamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyl)-N-tetradecyl-dodecanoylamide, 
N-(2-L-alaninamido-2deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-dodecyl-dodecanoylamide, 
N-(2-D-alanimamido-2deoxy-P-D-glucopyranosyl)-N-dodecyl-octadecanoylamide 9 
N-(2-L-phenylalaninamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyl)-N-dodecyl-octadecanoyl^ 
amide, 

10 N-(2-L-valinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-octadecyldodecanoylamide, 
N-(2-L-valinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-octadecyl-tetradecanoylamide 5 
N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyl)-N-dodecyl-dodecanoylamide, 
N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-octadecyl-dodecanoylamide 
(Bay Rl 005), et 

15 N-(2-sarcosinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-octadecyl-dodecanoylamide. 

Une composition selon Tinvention peut contenir un ou plusieurs composes 
precedemment cites. Selon un mode avantageux, on utilise deux composes ; (a) Tun 
etant selectionne parmi les saponines purifiees a partir d ! un extrait de Quillaja 

20 saponaria et (b) l'autre etant selectionne (i) soit parmi des lipides cationiques ou un 
sel de ces derniers, lesdits lipides etant des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C 
et possedant une structure qui inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un 
groupe de liaison selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras 
espaceur consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atomes 

25 de carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines primaires, 
secondaires, tertiaires et quaternaires, (ii) soit parmi les glycolipeptides de formule 
(I). A titre d'exemple on cite les melanges QS21 + DC-Choi et QS-21 + Bay R1005. 

D'autres adjuvants capable de favoriser une reponse immune de type Thl (c'est- 
30 a-dire des adjuvants de type Thl ou Thl / Th2) existent dans l'etat de la technique 
parmi lesquels l'homme du metier est capable de selectionner celui qui correspond le 
mieux a ses besoins. A titre indicatif, on cite notamment les liposomes ; les ISCOMS 
; les microspheres ; les chochleates proteiques ; les vesicules formees de surfactants 
non-ioniques ; les dispersions d'amphiphiles cationiques dans de Teau ; les emulsions 
35 huile/eau ; le muramidyldipeptide (MDP) et ses derives tels que le glucosyl 
muramidyldipeptide (GMDP), le threonyl-MDP, le murametide et la murapalmitine ; 
ainsi que divers autres composes tels que le monophosphoryl-lipide A (MPLA) 
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lipopolysaccharide majeur de la paroi d f une bacterie, par exemple d'E. coli, de 
Salmonella minnesota, de Salmonella typhimurium ou de Shigella flexneri ; Talgane- 
glucane ; la gamma-inuline ; le calcitriol et la loxoribine. 

5 Des liposomes utiles aux fins de le presente invention peuvent etre notamment 

selectionnes parmi des liposomes pH-sensibles tels que ceux formes par melange de 
d'hemisuccinate de cholesterol (CHEMS) et de dioleyl phosphatidyl ethanolamine 
(DOPE) ; des liposomes contenant des lipides cationiques reconnus pour leurs 
proprietes fusiogenes, tels que le 3 beta -(N-(N\N'-dimethyl aminoethane)- 

10 carbamoyl) cholesterol (DC-chol) et ses equivalents decrits dans le brevet US N° 
5,283,185 et WO 96/14831 ou un sel de ceux-ci, le bromure de 
dimethyldioctadecylammonium (DDAB) et les composes BAY decrits dans EP 
91645 et EP 206 037, par exemple le Bay R1005 (N-(2-desoxy-2-L-leucylamino- 
beta-D-glucopyranosyl)-N-octadecyl dodecanoylamide acetate ; et des liposomes 

15 contenant du MTP-PE, un derive lipophile du MDP (muramidyldipeptide). Ces 
liposomes sont utiles pour adjuvanter tous les agents immunogenes cites. 

Des ISCOMs utiles aux fins de la presente invention peuvent etre notamment 
selectionnes parmi ceux composes de QuilA ou de QS-21 associe a du cholesterol et 
20 eventuellement aussi a un phospholipide tel que la phosphatidylcholine. Ceux ci sont 
particulierement interessants pour la formulation des antigenes lipides. 

Des microspheres utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 
notamment formes a partir de composes tels que le polylactide-co-glycolide 
25 (PLAGA), l'alginate, le chitosan, le polyphosphazene et de nombreux autres 
polymeres. 

Des chochleates proteiques utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 
notamment selectionnes parmi ceux formes a partir de cholesterol et eventuellement 
30 d ! un phospholipide additionnel tel que la phosphatidylcholine Ceux-ci sont surtout 
interessants pour la formulation des antigenes lipides. 

Des vesicules formees de surfactants non-ioniques utiles aux fins de la presente 
invention peuvent etre notamment formees par un melange de 1-monopalmitoyl 
35 glycerol de cholesterol et de dicetylphosphate. Elles sont une alternative aux 
liposomes classiques et peuvent etre utilisees pour la formulation de tous les agents 
immunogenes cites. 
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Des emulsions huile/eau utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 
notamment selectionnees parmi le MF59 (Biocine-Chiron), le SAF1 (Syntex) et les 
montanides ISA51 et ISA720 (Seppic). 

5 

L'agent immunogene derive d 1 'Helicobacter est avantageusement selectionne 
parmi une preparation de bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire 
$ Helicobacter , un peptide et un polypeptide $ Helicobacter sous forme purifiee. 

10 Aux fins de la presente invention, une preparation de bacteries inactivees peut 

etre obtenue selon des methodes conventionnelles bien connues de rhomme de Tart. 
II en est de meme d ? un lysat bacterien. Une dose de bacteries inactivees ou de lysat 
cellulaire, appropriee a des fins prophylactiques ou therapeutiques, peut etre 
determinee par l'homme de Tart et depend d'un certain nombre de facteurs tel que 

15 l'individu auquel est destine le vaccin e.g., age, de l'antigene lui-meme, de la voie et 
du mode d'administration, de la presence/absence ou du type d'adjuvant, ainsi que 
cela peut etre determine par l'homme de Tart. D'une maniere generate, on indique 
qu'une dose appropriee est d'environ 50 jag a 1 mg a environ 1 mg, de lysat. 

20 Un peptide ou un polypeptide derive $ Helicobacter peut etre purifie a partir 

d' Helicobacter ou obtenu par les techniques du genie genetique ou bien encore par 
synthese chimique. Ce dernier precede est avantageux dans le cas des peptides. On 
appelle "peptide" toute chaine d'acides amines dont la taille est inferieure a environ 
50 acides amines. Lorsque la taille est superieure, on utilise le terme de "polypeptide" 

25 qui est aussi interchangable avec le terme "proteine". Un peptide ou polypeptide utile 
aux fins de la presente invention peut etre identique ou similaire a celui existant dans 
les conditions naturelles. II est similaire en ce qu'il est capable d'induire une reponse 
immune de la meme nature mais il peut comporter certaines variations structurelles 
comme par exemple une mutation, Tadjonction d'un residu de nature lipidique ou 

30 bien etre sous forme de peptide ou de polypeptide de fusion. 

Une dose du peptide ou du polypeptide, appropriee a des fins prophylactiques 
ou therapeutiques, peut etre determinee par rhomme de Fart et depend d'un certain 
nombre de facteurs tel que 1'individu auquel est destine le vaccin e.g., age, de 
35 l'antigene lui-meme, de la voie et du mode d'administration, de la presence/absence 
ou du type d'adjuvant, ainsi que cela peut etre determine par rhomme de l'art. D'une 
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maniere generate, on indique qu'une dose appropriee est d'environ 10 |ug a environ 1 
mg, de preference a environ 100 |ig. 

L'agent immunogene derive $ Helicobacter peut etre n'importe quel polypeptide 
5 ^Helicobacter e.g., d'H pylori. II peut notamment s'agir d'un polypeptide present 
dans le cytoplasme, d'un polypeptide de la membrane interne ou externe ou d'un 
polypeptide secrete dans le milieu exterieur. De nombreux polypeptides 
$ Helicobacter ont deja ete decrits dans la litterature, soit par reference a leur 
sequence decides amines deduites de la sequence du gene correspondant clone ou 

10 identifie, soit par reference a un procede de purification qui permet de les obtenir 
sous forme isolee du reste de leur environnement naturel. A titre indicatif, on cite en 
particulier les document suivants : WO 94/26901 and WO 96/34624 (HspA), WO 
94/09023 (CagA), WO 96/38475 (HpaA), WO 93/181150 (cytotoxine), WO 
95/27506 et Hazell et al, J. Gen. Microbiol. (1991) 137 : 57 (catalase), FR 2 724 936 

15 (recepteur membranaire de la lactoferrine humaine), WO 96/41880 (AlpA), EP 752 
473 (FibA) and OToole et al, J. Bact. (1991) 173 : 505 (TsaA). D'autres polypeptides 
sont aussi decrits dans WO 96/40893, WO 96/33274, WO 96/25430 et WO 
96/33220. Un polypeptide utile aux fins de la presente invention peut etre identique 
ou similaire a Tun de ceux cites en reference dans la mesure ou il est capable de 

20 promouvoir une reponse immune a 1'encontre $ Helicobacter. A condition de remplir 
cette derniere condition, l'agent immunogene peut aussi etre un peptide derive d'un 
polypeptide cite en reference. 

De maniere avantageuse, on utilise un polypeptide selectionne parmi les sous- 
25 unites UreA et UreB de l'urease $ Helicobacter (voir WO 90/4030). De preference, 
on les utilise toutes les deux, associees en forme d'apoenzyme de l'urease ou encore 
sous forme multimerique (voir WO 96/33732). 

Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut 
30 contenir un unique agent immunogene ou plusieurs. Par exemple une composition 
avantageuse peut comprendre UreA et UreB e.g., sous forme d'apoenzyme, ainsi que 
un ou plusieurs autres polypeptides notamment selectionnes parmi ceux cites ci- 
avant. 

35 Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut en 

outre contenir des composes autres que Tagent immunogene lui-meme et l'adjuvant 
de type Thl ou Thl/Th2 ; la nature de ces composes dependant dans une certaine 
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mesure de la nature de l'agent immunogene, bacteries inactivees, lysat cellulaire, 
peptide ou polypeptide. Par exemple une composition peut aussi comprendre un 
adjuvant capable de favoriser l'induction d'une reponse immune de type Th2 e.g. un 
compose d'aluminium tel que l'aluminium hydroxide, l'aluminium phosphate ou 
5 l'aluminium hydroxy phosphate. Ceci peut etre avantageux dans le cas ou 1'adjuvant 
utile au fins de la presente invention est un adjuvant de type Thl tel que le QS-21. 

L'efficacite therapeutique ou prophylactique d'une methode ou d'un usage selon 
Tinvention peut etre evaluee selon des methodes standard e.g., en mesurant 

10 l'induction d'une reponse immune ou l'induction d'une immunite therapeutique ou 
protectrice en utilisant e.g., le modele souris / H felis et les procedures decrits dans 
Lee et al, Eur. J. Gastroenterology & Hepatology (1995) 7 : 303 ou Lee et al, J. 
Infect. Dis. (1995) 172 : 161. L'homme de l'art s'avisera que H. felis peut etre 
remplace dans le modele souris par une autre espece $ Helicobacter. Par exemple, 

15 l'efficacite d'un agent immunogene derive d!H pylori est de preference evalue dans 
un modele souris metant en oeuvre une souche d'H. pylori adaptee a la souris. 
L'efficacite peut etre determinee en comparant le degre d'infection dans le tissu 
gastrique (en mesurant l'activite urease, la charge bacterienne ou l'etat de la gastrite) a 
celui d'un groupe controle. II y a effet therapeutique ou effet protecteur lorsque 

20 l'infection est reduite par comparaison au groupe controle. 

Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut 
etre fabriquee de maniere conventionnelle. En particulier, elle peut etre formulee 
avec un diluent ou un porteur acceptable d'un point de vue pharmaceutique e.g., de 

25 l'eau ou une solution saline. En general, le diluent ou le porteur peut etre selectionne 
en fonction du mode et de la voie d'administration et selon les pratiques 
pharmaceutiques standard. Des porteurs ou des diluents appropries ainsi que ce qui 
est indispensable a l'elaboration d'une composition pharmaceutique sont decrits dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences, un livre de reference standard dans ce 

30 domaine. 

Les methodes selon Tinvention ainsi que les compositions utiles a ces fins 
peuvent etre mises en oeuvre pour traiter ou prevenir La. les infections a 
Helicobacter et par consequent, les maladies gastroduodenales associees a ces 
35 infections, y compris les gastrites aigues, chroniques ou atrophiques, les ulceres 
peptiques e.g., les ulceres gastriques ou duodenaux. 
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Une composition pharmaceutique selon Tinvention peut etre administree de 
maniere conventionnelle notamment par voie muqueuse e.g., par voie oculaire, orale 
e.g. buccale ou gastrique, pulmonaire, intestinale, rectale, vaginale ou urinaire ou par 
voie systemique, notamment parenterale e.g., intraveineuse, intramusculaire, 
5 intradermique, intraepidermique et sous-cutanee. De preference, on utilise la voie 
parenterale. Lorsque la voie parenterale est mise en oeuvre, on choisit de preference 
un site d f administration situe sous le diaphragme d'un individu. La region dorso- 
lombaire constitue par exemple un site d'administration approprie, notamment pour 
les voies intraepidermiques, intramusculaire, intradermique et sous-cutanee ; ces 
10 dernieres etant choisies de preference a la voie intraveineuse. 

Afin d'obtenir un effet protecteiir ou therapeutique, l'operation qui consiste a 
administrer une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention 
peut etre repetee une ou plusieurs fois, de preference au moins deux fois, en laissant 
15 un certain intervalle de temps entre. chaque administration ; intervalle qui est de 
l'ordre de la semaine ou du mois. Sa determination precise est a la portee de l'homme 
du metier et peut varier en fonction de divers facteurs tels que la nature de Fagent 
immunogene, Tage de l'individu, etc. 

20 Selon un mode particulier, le protocole de vaccination est mis en oeuvre en 

utilisant la meme voie d ? administration lors de la primo-immunisation et des rappels. 
Dans ce cas la, on parle par exemple d f administration systemique stricte. 

"Une methode dans laquelle 1'administration de l'agent immunogene est mise 
25 en oeuvre par voie systemique stricte" est definie comme une methode ne mettant pas 
en jeu de voie d'administration autre que la voie systemique. Par exemple, une 
methode dans laquelle Tagent immunogene est administre par voie systemique et par 
voie muqueuse, ne repond pas a la definition enoncee ci-avant. En d'autres termes, 
"une methode dans laquelle radministration de Tagent immunogene est mise en 
30 oeuvre par voie systemique stricte" doit etre comprise comme une methode dans 
laquelle Tagent immunogene est administre par voie systemique a l'exclusion de toute 
autre voie, notamment la voie muqueuse. 

A titre illustratif non-limitatif, on evoque un schema de vaccination qui 
35 consiste a administrer Tapoenzyme de Turease en association avec le QS-21, le DC- 
chol ou un de leurs equivalents, trois fois par voie sous-cutanee, dans la region dorso- 
lombaire avec un intervalle de deux a quatre semaines entre chaque administration. 
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On peut aussi prevoir que Tadministration d'une composition pharmaceutique 
selon la presente invention peut etre une simple etape faisant partie d f un protocole de 
vaccination plus elabore. Par exemple, une composition pharmaceutique selon la 
5 presente invention peut etre precedee ou suivie de l'administration d'une composition 
pharmaceutique contenant un agent immunogene derive d! Helicobacter choisi de 
maniere independante parmi ceux enonces ci-avant ou parmi d'autres tels qu'un 
vecteur vaccinal ou une molecule d'ADN ; mais ne contenant pas de QS-21, de DC- 
chol ou un de leurs equivalents ; ceux-ci pouvant alors etre remplace par un tout autre 
10 adjuvant ; les deux compositions pouvant etre administrees par des voies identiques 
ou differentes. 

A titre illustratif non-limitatif, on evoque les protocoles suivants : 

15 - Une primo-immunisation par voie systemique, avec l'apoenzyme de l'urease 

en presence de QS-21, suivie de deux rappels avec l'apoenzyme de l'urease en 
presence de QS-21 ou de LT par voie muqueuse ; et 

- Une primo-immunisation par voie systemique, avec un poxvirus codant pour 
20 UreA et UreB suivie de deux rappels avec l'apoenzyme de l'urease en presence de 
QS-21, par voie systemique ou muqueuse. 

Des agents immunogenes autres que ceux decrits ci-avant et pouvant etre 
utilises dans un protocole de vaccination multi-etapes comprenant une etape 

25 d'administration mettant en jeu un medicament utile aux fins de la presente invention 
ou une composition selon la presente invention, peuvent etre selectionnes parmi une 
une molecule polynucleotidique, notamment une molecule d'ADN comportant une 
sequence codant pour un peptide ou un polypeptide d! Helicobacter placee sous le 
controle des elements necessaires a son expression dans une cellule de mammifere ; 

30 ou bien encore un vecteur vaccinal comportant une sequence codant pour un peptide 
ou un polypeptide Helicobacter placee sous le controle des elements necessaires a 
son expression dans une cellule de mammifere (si il s'agit d'un vecteur viral) ou chez 
un procaryote (si il s'agit d'un vecteur bacterien). 

35 La molecule d'ADN peut avantageusement etre un plasmide qui est incapable a 

la fois de se repliquer et de s'integrer de maniere substantielle dans le genome d'un 
mammifere. La sequence codante citee ci-dessus est placee sous le controle d'un 
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promoteur permettant 1'expression dans une cellule de mammifere. Ce promoteur 
peut etre ubiquitaire ou specifique d'un tissu. Parmi les promoteurs ubiquitaires, on 
cite le promoteur precoce du Cytomegalovirus (decrit dans le brevet US n° 
4,168,062) et le promoteur du virus du sarcome de Rous (decrit dans Norton & 
5 Coffin, Molec. Cell. Biol. (1985) 5 : .281). Le promoteur desmine (Li et al, Gene 
(1989) 78 : 244443 ; Li & Paulin, J. Biol. Chem. (1993) 268 : 10403) est un 
promoteur selectif permet Texpression dans les cellules musculaires et aussi dans les 
cellules de la peau. Un promoteur specifique des cellules musculaires est par example 
le promoteur du gene de la myosine ou de la dystrophine. Des vecteurs plasmidiques 
10 que Ton peut utiliser aux fins de la presente invention sont decrits i.a. 9 dans WO 
94/21797 et Hartikka et al, Human Gene Therapy (1996) 7 : 1205. 

Dans une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention, 
la molecule nucleotidique e.g. la molecule d'ADN peut etre formulee ou non. Le 
15 choix de la formulation est tres varie. L'ADN peut etre simplement dilue dans une 
solution acceptable d'un point de vue physiologique avec ou sans porteur. Lorsque ce 
dernier est present, il peut etre isotonique ou faiblement hypertonique et avoir basse 
force ionique. Par exemple, ces conditions peuvent etre remplies par une solution de 
sucrose e.g. a 20 %. 

20 

De maniere alternative, le polynucleotide peut etre associe avec des agents qui 
favorise l'entree dans la cellule. Ce peut etre (ii) un agent chimique qui modifie la 
permeabilite cellulaire, telle que la bupivacaine (voir par exemple WO 94/16737) ou 
(ii) un agent s'associant au polynucleotide et agissant en tant que vehicule facilitant le 
25 transport du polynucleotide. Ce dernier peut etre notamment des polymeres 
cationiques e.g. de la polylysine ou une polyamine e.g. des derives de la spermine 
(voir WO 93/18759). Ce peut etre egalement des peptides fusogeniques e.g. du 
GALA ou de la Gramicidine S (voir WO 93/19768) ou bien encore des peptides 
derives des proteines de fusion virales. 

30 

II peut aussi s'agir de lipides anioniques ou cationiques. Les lipides anioniques 
ou neutres sont connus depuis longtemps comme pouvant servir d'agents de 
transport, par exemple sous forme de liposomes, a un grand nombre de composes y 
compris les polynucleotides. Une description detaillee de ces liposomes, de leurs 
35 constituants et de leurs procedes de fabrication est par exemple fournit par 
Liposomes : A Practical Approach, RPC New Ed, IRL press (1990). 
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Les lipides cationiques sont aussi connus et communement utilises comme 
agents de transport pour les polynucleotides. On cite par exemple la Lipofectin™ 
aussi connue sous le nom de DOTMA (N-[l-(2,3-dioleyloxy) propyl]-N,N,N- 
trimethylammonium chloride), le DOTAP (l,2-bis(oleyloxy)-3-(trimethylammonio) 
5 propane), le DDAB (dimethyldioctadecylammonium bromide), le DOGS 
(dioctadecylamidoglycyl spermine) et les derives du cholesterol tel que le DC-chol (3 
beta -(N-(N\N'-dimethyl aminoethane)-carbamoyl) cholesterol). Une description de 
ces lipides est fournie par EP 187,702, WO 90/11092, le brevet US N° 5,283,185, 
WO 91/15501, WO 95/26356 et le brevet US N° 5,527,928. Les lipides cationiques 
10 sont utilises de preference avec un lipide neutre tel que le DOPE (dioleyl 
phosphatidylethanolamine) comme par exemple cela est decrit dans WO 90/1 1092. 

Des microparticules d ! or ou de tungstene peuvent aussi etre utilisees comme 
agents de transport, tel que c'est decrit dans WO 91/359, WO 93/17706 et Tang et al, 
15 Nature (1992) 356 : 152. Dans ce cas la, le polynucleotide est precipite sur les 
microparticules en presence de chlorure de calcium et de spermidine puis l'ensemble 
est administre par jet a haute vitesse dans le derme ou dans Tepiderme, a Taide d'un 
appareil sans aiguille tel que ceux decrits dans les brevets US N° 4,945,050 et N° 
5,015,580 et WO 94/24243. 

20 

La quantite d'ADN qui peut etre utilisee pour vacciner un individu depend d'un 
certains nombre de facteurs tels que par exemple la force du promoteur utilise afin 
d'exprimer l'antigene, Timmunogenicite du produit exprime, la condition du 
mammifere auquel est destinee l'administration {e.g., le poids l'age, et l'etat de sante 
25 general), le mode d'administration et le type de formulation. En general une dose 
appropriee a un usage prophylactique ou therapeutique chez un adulte de 1'espece 
humaine est d'environ 1 |ig a environ 5 mg, de preference d'environ 10 ^ig a environ 
1 mg, et de maniere tout particulierement preferee d'environ 25 jag a environ 500 jig. 

30 Parmi les agents immunogenes cites precedemment, on trouve les vecteurs 

vaccinaux. Parmi les vecteurs d'origine virale on trouve notamment les adenovirus et 
les poxvirus. Un exemple de vecteur derive d'un adenovirus ainsi qu'une methode 
pour construire un vecteur capable d f exprimer une molecule d f ADN codant pour un 
peptide ou polypeptide utile aux fins de la presente invention sont decrits dans le 

35 brevet US N° 4,920,209. Des poxvirus qui peuvent etre utilises de meme, sont par 
exemple les virus de la vaccine et du canarypox. lis sont decrits de maniere 
respective dans les brevets US N° 4,722,848 et 5,364,773 (voir aussi e.g., Tartaglia et 
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al, Virology (1992) 188 : 217 et Taylor et al, Vaccine (1995) 13 : 539). Des poxvirus 
capable d'exprimer un peptide ou polypeptide utile aux fins de la presente invention 
peuvent etre obtenus par recombinaison homologue tel que decrit dans Kieny et al, 
Nature (1984) 312 : 163, de maniere a ce que le fragment d'ADN codant pour le 
5 peptide ou le polypeptide soit place dans des conditions appropriees a son expression 
dans des cellules de mammiferes. Uri vecteur bacterien tel que le Bacille bilie de 
Calmette-Guerin peut etre aussi envisage. 

D'une maniere generate, la dose d'un vecteur viral destinee a des fins 
10 prophylactiques ou therapeutiques peut etre d'environ lxl 0 4 a environ lxlO 11 , de 
maniere avantageuse d'environ lxl 0 7 a environ lxlO 10 , de preference d'environ 
lxlO 7 a environ lxlO 9 unites formant plaques per kilogram. 

Parmi les vecteurs bacteriens, on cite notamment Shigella, Salmonella, Vibrio 
15 cholerae, Lactobacillus et Streptococcus. Des souches mutantes non-toxiques de 
Vibrio cholerae qui peuvent etre utiles comme vaccin vivant, sont decrites dans 
Mekalanos et el, Nature (1983) 306 : 551 et le brevet US N° 4,882,278 (souche dans 
laquelle une partie substantielle de la region codant pour chacun des deux alleles ctxA 
a ete deletee de maniere a ce qu'aucune toxine fonctionnelle ne puisse etre produite) ; 
20 WO 92/11354 ( souche dans laquelle le locus irgA est inactive par mutation ; cette 
mutation peut etre combinee dans une meme souche avec des mutations ctxA) ; at 
WO 94/1533 (mutant obtenu par deletion a qui il manque des sequences 
fontionnelles ctxA et attRSl). Ces souches peuvent etre modifiees genetiquement afin 
d'exprimer des antigenes heterologues tel que decrit dans WO 94/19482. 

25 

Des souches attenuees de Salmonella typhimurium modifiees genetiquement ou 
non pour l'expression recombinante d'antigenes heterologues, ainsi que leurs usage en 
tant que vaccins sont decrits dans Nakayama et al, BioTechnology (1988) 6 : 693 et 
WO 92/1 1361. 

30 

D'autres bacteries utiles en tant que vecteurs vaccinaux sont decrits dans High 
et al, EMBO (1992) 1 1 : 1991 et Sizemore et al, Science (1995) 270 : 299 {Shigella 
flexneri) ; Medaglini et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92 : 6868 
{Streptococcus gordonii) ; et Flynn J.L. Cell. Mol. Biol. (1994) 40 (suppl. I) : 31, 
35 WO 88/6626, WO 90/0594, WO 91/13157, WO 92/1796 et WO 92/21376 (Bacille 
de Calmette Guerin). 
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Dans les vecteurs bacteriens la sequence d f ADN codant pour un peptide ou 
polypeptide Helicobacter peut etre inseree dans le genome bacterien ou bien rester 
a l'etat libre, portee par un plasmide. 

5 De meme une molecule d'ADN ou un vecteur vaccinal peuvent comporter une 

sequence codant pour n'importe quel polypeptide ou peptide decrit ci-dessus. 

Une molecule d'ADN, de preference un vecteur vaccinal viral peut aussi 
comporter une sequence codant pour une cytokine, par exemple une lymphokine telle 
10 que rinterleukine-2 ou -12, sous le controle d'elements appropries pour expression 
dans une cellule de mammifere. Une alternative a cette option consiste aussi a ajouter 
dans une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention 
comprenant une molecule d'ADN ou un vecteur, une autre molecule ou vecteur viral 
codant pour une cytokine. 

15 

D'une maniere generate, l'invention a done egalement pour objet une 
composition pharmaceutique destinee a traiter ou a prevenir une infection a 
Helicobacter qui comprend pour administration consecutive : (i) un premier produit 
contenant (a) un agent immunogene derive & % Helicobacter selectionne de maniere 

20 independante, parmi une preparation de bacteries Helicobacter inactivees, un lysat 
cellulaire $ Helicobacter, un peptide et un polypeptide d! Helicobacter sous forme 
purifiee, et (b) un compose capable de favoriser l'induction d'une reponse immune de 
type Thl et (ii) un deuxieme produit contenant un agent immunogene derive 
d! Helicobacter selectionne de maniere independante, parmi une preparation de 

25 bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire $ Helicobacter, un peptide et un 
polypeptide $ Helicobacter sous forme purifiee, une molecule d'ADN comportant une 
sequence codant pour un peptide ou un polypeptide ^Helicobacter pla?ee sous le 
controle des elements necessaires a son expression et un vecteur vaccinal comportant 
une sequence codant pour un peptide ou un polypeptide d- Helicobacter pla9ee sous le 

30 controle des elements necessaires a son expression ; de preference a condition que, 
lorsqu'un premier produit contient un peptide ou un polypeptide et un deuxieme 
produit contient une molecule d'ADN ou un vecteur vaccinal, ladite sequence 
codante de la molecule d'ADN ou du vecteur vaccinal code pour le peptide ou 
polypeptide contenu dans le premier produit. 

35 

Dans la description ci-avant on s'est essentiellement refere aux infections a 
Helicobacter et aux moyens de les combattre en prevention et en prophylaxie. 
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Neanmoins, on doit comprendre que les principes et methodes enonces ci-avant 
peuvent s'appliquer mutatis mutandis a toute autre infection induite par un 
microorganisme quelconque dont le siege est 1'estomac le duodenum ou l'intestin. 

5 On precise en outre que tous les documents publies et cites dans la presente 

demande sont incorpores par reference. 

L f invention est illustree ci-apres par reference aux figures suivantes. 

10 La Figure 1 se refere a l'Exemple 1 et presente les niveaux d'activite urease 

apres epreuve, mesuree 4 hrs apres le sacrifice des souris ayant re?ues par 3 fois, a JO, 
J28 et J56 : (a) une preparation d'urease encapsulee a environ 80 % dans des 
liposomes DC-chol, dans les muscles dorso-lombaires ; ou (b) une preparation 
d'urease adjuvantee par de la toxine cholerique, par voie intragastrique. Les 

15 experiences (c) et (d) correspondent respectivement aux temoins positifs et negatifs. 

La Figure 2 se refere a l'Exemple 1 et presente les niveaux d'activite urease 
apres epreuve, mesuree 4 hrs apres le sacrifice des souris ayant re?ues par 3 fois, a JO, 
J28 et J56 : (a) une preparation d'urease adjuvantee par de la toxine cholerique, par 
20 voie intragastrique ou (b) une preparation d'urease adjuvantee par du PCPP, par voie 
sous-cutanee dans la partie sous-lombaire posterieure gauche ; ou (c) une preparation 
d'urease adjuvantee par du QS-21, par voie sous-cutanee dans le bas du dos. Les 
experiences (c) et (d) correspondent respectivement aux temoins positifs et negatifs. 

25 La Figure 3 presente les quantites d'immunoglobulines seriques induites chez 

les singes soumis a des protocoles d'immunisation decrits dans TExemple 2, et 
exprimees en titre ELISA. Un groupe controle comprenant 4 singes et trois groupes 
test sont formes, chacun des groupes test comprenant 8 singes ; chaque groupe test 
est divise en deux sous-groupes de 4 singes, l'un recevant uniquement la preparation 

30 K pylori inactivee (1, 2 et 3) et Tautre recevant la preparation H. pylori inactivee et 
de Turease recombinante (lu, 2u et 3u). Le groupe 1 et lu correspond au protocole 
d'administration [nasal + intragastrique, 4 fois] ; le groupe 2 et 2u correspond au 
protocole d'administration [intramusculaire, 4 fois] ; le groupe 3 et 3u correspond au 
protocole d'administration [nasal + intragastrique, intramusculaire, nasal + 

35 intragastrique, intramusculaire]. Le titre ELISA est mesure trois fois : une premiere 
fois, a JO (bande blanche), une deuxieme fois a J42 (bande grise), une troisieme fois a 
J78 (bande noire). 
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La Figure 4 presente les quantites d'immunoglobulines seriques induites chez 
les souris soumises aux protocoles d'immunisation decrits dans l'Exemple 3, et 
exprimees en titre ELISA. O indique le titre ELISA en IgG2a et ♦ indique le titre 
5 ELISA en IgGl. Deux groupes controle (temoins positif et negatif), quatre groupes 
test (Al a A4) ainsi qu'un groupe de reference (LT) sont formes ; chacun des groupes 
comprenant 10 souris. Les mesures des quantites d'immunoglobulines seriques sont 
effectuees pout seulement 5 souris parmi les dix. Les souris des groupes Al a A4 ont 
re9ues des doses de 1 0 |ag d'urease par voie sous cutanee dans la partie sous-lombaire 
10 posterieure gauche, en presence de QS-21 (Al), Bay R1005 (A2), DC-chol (A3) ou 
de PCPP (A4). Les souris du groupe de reference ont re9ues des doses de 40 jig 
d'urease par voie orale en presence de la proteine heat-labile d!E. coli. 

La Figure 5 presente les taux d'activite urease mesures au niveau de la 
15 muqueuse stomacale, a DO 550 4 heures apres que les souris soumises aux protocoles 
d'immunisation decrits dans l'Exemple 3, aient ete sacrifices. Les groupes sont tels 
que decrits pour la Figure 4. 

La Figure 6 presente les taux d'activite urease mesures au niveau de la 
20 muqueuse stomacale, a DO 550 24 heures apres que les souris soumises aux 
protocoles d'immunisation decrits dans l'Exemple 3, aient ete sacrifices. Les groupes 
sont tels que decrits pour la Figure 4. 

La Figure 7 presente la charge bacterienne mesuree au niveau de la muqueuse 
25 stomacale, apres que les souris soumises aux protocoles d'immunisation decrits dans 
l'Exemple 3, aient ete sacrifices. Les groupes sont tels que decrits pour la Figure 4. 

Les Figures 8A et 8B presentent l'activite urease (Fig. 6A) evaluee apres 4 hrs 
(OD a 550 nm) avec le Jatrox test (Procter & Gamble) et la charge bacterienne (Fig. 

30 6B) chez des souris infectees par K pylori et ensuite soumises a differents 
traitements A-H [A : LT + urease par voie orale ; B : QS21 + urease, par voie 
parenteral, au niveau du cou ; C : QS21 + urease, par voie parenteral, dans la 
region lombaire ; D : QS21 seul par voie sous-cutanee, dans la region lombaire ; E : 
Bay R1005 + urease, par voie parenterale, au niveau du cou ; F : Bay R1005 + urease 

35 par voie parenterale, dans la region lombaire ; G : Bay R1005 seul, par voie sous- 
cutanee dans la region lombaire (controle) ; H : solution saline par voie sous-cutanee 
dans la region lombaire (controle positif)] I represente le controle negatif. 
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Exemple 1 : Etudes d' immunisation chez la souris 
1A - Materiel et methodes 

5 

Souris 

Des souris femelles Swiss de 6/8 semaines ont ete fournies par Janvier (France). 
Pendant toute la duree de l'experience on a utilise du materiel sterilise ; les cages 
etaient protegees par des "isocaps" ; les souris ont ete nourries avec de l'eau filtree et 
10 des aliments irradies. 

Protocole d'administration 

Lors de chaque experience, les souris ont re?ues 3 doses du meme produit ; chaque 
dose a 28 jours d'intervalle (les jours 0, 28 et 56). L'administration du produit a ete 

15 effectuee par voie nasale (jusqu'a 50 jxl sur les souris eveillees), par voie orale (300 ja 
1 en 0,2 M NaHCC>3 par gavage gastrique), ou par voie sous-cutanee (300 jal sous la 
peau du cou ou sous la peau du cote gauche de la region lombaire). Dans certains cas, 
une inoculation intramusculaire a ete effectuee (50 jxl) dans les muscles dorso- 
lombaires des souris anesthesiees. 10 jag d'urease ont ete administres par voie nasale, 

20 sous cutanee ou intramusculaire, et 40 jig par voie orale. En ce qui concerne la 
preparation bacterienne inactivee, 400 jag de cellules ont ete administres par voie 
sous cutanee ou par voie orale. 

Antigen es et adjuvants 

25 

L'apoenzyme de l'urease d!K pylori a ete exprimee dans E. coli et purifiee comme 
cela a ete decrit dans l'exemple 5 de W096/31235. Dans la suite du texte pour 
designer cette apoenzyme, on emploie le simple terme d f urease. 

30 Des liposomes DC-chol contenant de l'urease sont prepares comme suit : Tout 
d'abord, afin d'obtenir un film lipidique sec contenant 100 mg de DC-chol (R-Gene 
Therapeutics) et 100 mg de DOPC (dioleylphosphatidylcholine) (Avanti Polar 
Lipids), on melange ces produits sous forme de poudre dans environ 5 ml de 
chloroforme. On laisse la solution s'evaporer sous vide a Taide d f un evaporateur 

35 rotatif. Le film ainsi obtenu sur les parois du recipient est seche sous vide pousse 
pendant au moins 4 hrs. En parallele, 20 mg d'un lyophilisat d'urease et 100 mg de 
sucrose sont dilues dans 13.33 ml de tampon Hepes 20 mM pH 7.2. Dix ml de cette 
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preparation (qui contient 1.5 mg d'urease et 0.75 % de sucrose) est filtree sur filtre 
Millex 0.220 ^im, puis utilisee pour rehydrater le film lipidique. La suspension est 
mise sous agitation pendant 4 hrs puis soit extrudee (10 passages sur membrane de 
polycarbonate 0.2 jam) ou microfluidisee (10 passages sous une pression de 500 kPa 
5 dans un microfluidiseur Y10 de Micro fluidics Co). Dans la suspension de liposomes 
ainsi obtenue le taux d'urease encapsulee est de 10 a 60 %. Cette suspension est 
lyophilisee apres avoir ajuste la concentration en sucrose a 5 % (on ajoute 425 mg de 
sucrose pour 10 ml). Avant utilisation, le lyophilisat est repris par un volume d'eau 
ou de tampon approprie et la suspension est purifiee sur un gradient discontinu de 
10 sucrose (paliers de 0, 30 et 60 %) de maniere a obtenir une preparation dans laquelle 
la quantite d'urease encapsulee est superieure a 70 % environ par rapport a la quantite 
totale d f urease. 

La toxine cholerique est utilisee comme adjuvant mucosal a raison de 10 jag / dose 
1 5 d'urease ou de preparation bacterienne. 

Le QS-21 (Cambridge Biosciences) est utilise comme adjuvant a raison de 15 |ig / 
dose d'urease. 

20 Le polyphosphazene (PCPP) (Virus Research Institute) est utilise comme adjuvant a 
raison de 100 jug / dose d'urease. 

Epreuve 

Deux semaines apres le deuxieme rappel, les souris ont ete soumises a un gavage 
25 gastrique avec 300 \x\ d'une suspension d'une souche d'H pylori adaptee a la souris, 
la souche ORV2002 (1 x 10 7 bacteries vivantes dans 200 ^il de PBS ; DO 550 de 0.5 
environ). Un groupe n'ayant re9u aucune dos d'antigene et servant de controle est 
eprouve de meme. 

30 Analyse de Tepreuve 

Quatre semaines apres l'epreuve, les souris ont ete sacrifices par rupture des vertebres 
cervicales. Les estomacs ont ete preleves pour evaluer l'activite urease et faire des 
analyses histologiques. L'activite urease a ete evaluee apres 4 et 24 heures (DO a 550 
nm) avec le Jatrox test, Procter & Gamble) et apres 24 heures le nombre de souris 
35 encore negatives (DO inferieure a 0,1) a ete releve. 

Analyse de la reponse par ELISA 
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Les analyses par ELISA ont ete executees conformement au protocole standard (les 
conjugues biotinyles et la streptavidine peroxydase provenaient de chez Amersham et 
le substrat OPD (O-phenyldiamine dihydrochloride) de chez Sigma). Les plaques 
etaient enduites d'extraits K pylori (S^g/ml) dans du tampon carbonate. Un serum de 
5 controle de souris dirige contre l'extrait d'H. pylori a ete introduit dans chaque 
experience. Le titre correspond a Tinverse de la dilution dormant une DO de 1,5 a 490 
nm. 

IB - Resultats 

10 

Les resultats sont presentes dans les Figures 1 et 2 decrites ci-avant et commentees 
comme suit : 

Avant tout commentaires au sujet des Figures 1 et 2, on note que ces figures 
15 presentent les resultats obtenus avec l'antigene utilise adjuvante par de la toxine 
cholerique et administre par voie intragastrique. Cette experience est dite experience 
de reference standard dans la mesure ou l'association de Tart anterieur CT / IG est 
celle qui donne les meilleurs resultats a ce jour. 

20 La Figure 1 montre qu'une preparation d'urease encapsulee dans des liposomes DC- 
chol donne d'aussi bons resultats que ceux obtenus dans l'experience de reference 
standard. 

De plus, on fait reference aux experiences (a) a (d) dont les resultats en termes 
25 d ! activite urease 4 hrs apres que les souris aient ete sacrifices sont reportes dans la 
Figure 1 et on indique que le nombre de souris qui sont toujours negatives pour 
Tactivite urease 24 hrs apres avoir ete sacrifices est respectivement (a) 5/10, (b) 4/10, 
(c) 0/10 et (d) 10/10. Ceci est en accord avec ce qui a ete conclu au paragraphe 
precedemment ; a savoir que Texperience (a) conduit a des resultats similaires a ceux 
30 obtenus lors de l'experience de reference standard. 

La Figure 2 montre qu'une preparation d'urease adjuvantee par le QS-21 donne 
d'aussi bons resultats que ceux obtenus dans l'experience de reference standard. De 
plus, cette figure montre que les resultats que 1'on obtient en utilisant le PCPP a titre 
35 d'ajuvant sont beaucoup moins bons que ceux obtenus avec le QS-21. Ceci s'explique 
dans la mesure ou le PCPP induit preferentiellement avec l'urease une reponse de 
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type Th2 tandis que le QS-21 avec l'urease induit une reponse equilibree Thl/Th2 ; 
ainsi que cela est demontre dans le tableau ci apres. 

De plus, on fait reference aux experiences (a) a (e) dont les resultats en termes 
5 d'activite urease 4 hrs apres que les souris aient ete sacrifices sont reportes dans la 
Figure 2 et on indique que le nombre de souris qui sont toujours negatives pour 
Tactivite urease 24 hrs apres avoir ete sacrifices est respectivement (a) 1/8, (b) 0/8, 
(c) 5/8, (d) 0/8 et (e) 10/10. Ceci est en accord avec ce qui a ete conclu au paragraphe 
precedemment ; a savoir que l'experience (c) conduit a des resultats similaires a ceux 
1 0 obtenus lors de l'experience de reference standard. 



Le tableau ci-apres presente les quantites d'IgA, IgGl et IgG2a seriques induites lors 
des experiences dont les resultats en termes d'activite urease sont reportes dans les 
Figures 1 et 2 ainsi que le nombre de souris dont l'activite urease est caracterisee par 
15 une DO inferieure a 0.1 apres 4 et 24 hrs apres sacrifice. Les quantites d'IgA, IgGl et 
IgG2a sont exprimees en titre ELISA. 





urease 


urease 


urease 


urease 




CT 


DC-chol 


PCPP 


QS21 




IG 


SC 


SC 


SC 


IgA 


45 


0 


58 


1 


IgGl 


65700 


620000 


2930520 


2970399 


IgG2a 


20200 


321000 


26200 


1136095 


DO < 0.1 
4 hrs 


5/10 


5/10 


0/8 


6/8 


DO < 0.1 
24 hrs 


4/10 


5/10 


0/8 


5/8 



20 Les resultats presentes dans le tableau ci-avant montrent que lorsque la voie sous- 
cutanee est employee (ainsi qu'un adjuvant approprie pour cette voie), le taux 
d'anticorps serique est important ; ce qui n'est pas le cas apres usage de la voie 
intragastrique (et de Tadjuvant qui est approprie a cette voie). De plus, ces resultats 
montrent que lorsque Ton utilise le DC-chol ou le QS-21, on obtient un fort taux 

25 d f IgG2a, comparable au taux d'IgGI en ordre de grandeur. Ceci indique que ces 
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adjuvants ont la capacite d'induire non seulement une reponse Th2, mais aussi une 
reponse Thl. Par contre, lorsque Ton utilise le PCPP, le taux d'IgG2a obtenu est 
nettement plus faible que le taux d'IgGI . On en conclut que ce dernier adjuvant induit 
essentiellement une reponse Th2 et ne peut done pas etre un adjuvant utile aux fins 
5 de la presente invention. 

Exemple 2 : Etudes d'immunisation chez les singes 

2A - Materiel et methodes 

10 

Singes 

Vingt huit singes (Macaca fascicularis) ages de 2 ans et originates de Tile Maurice 
ont ete utilises dans cette etude. Avant de sousmettre les singes aux differents 
protocoles d'immunisation decrits ci-apres, une biopsie a revele que la plupart d'entre 
15 eux etaient infectes de maniere chronique par des organismes proches de 
Gastrospirillum hominis (GHLO) ou de H. heilmanii. 

Protocoles d T administration 

Puisque presque tous les singes etaient infectes par des GHLO, on a decide de tester 
20 Tefficacite de differents protocoles en therapie. Trois protocoles ont ete mis en 
oeuvre, tels que resumes dans le tableau ci apres : 



Groupe 


JO 


J21 


J42 


J63 


1 et lu 


IN + IG 


IN + IG 


IN + IG 


IN + IG 


2 et2u 


IM 


IM 


IM 


IM 


3 et3u 


IM 


IN + IG 


IM 


IN + IG 



On precise que Tadministration par voie intramusculaire a ete effectuee dans les 
25 muscles dorso-lombaires. 
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Antigenes et adjuvants 



Dans la mesure ou il existe une reactivite croisee entre les GPLO et H. pylori, on a 
choisit d'utiliser une preparation de bacteries H. pylori inactivees, telle que decrite 
dans l'exemple 1A, seule ou en combinaison avec de l'urease recombinante preparee 
selon la methode referencee dans l'exemple 1 A. 

La heat-labile toxine d'£. coli (LT) (Sigma) ou la sous-unite B de la toxine cholerique 
(CTB) (Pasteur Merieux serums & vaccins) a ete utilise comme adjuvant mucosal 
tandis que le DC-chol a ete utilise comme adjuvant parenteral. De la poudre de DC- 
chol est simplement rehydratee par une preparation d'antigene. 



Les doses utilisees sont comme suit : 



Voie 


Germes 


Urease 


DC-chol 


LT 


CTB 


IG 


400 ng 


2,5 mg 




25 ng 




IN 


400 \xg 


400 ng 




25 ng 


25 ng 


IM 


400 ng 


100 ng 


400 ng 







Biopsies, test urease et etude bacteriologique / histologique 

On a effectue une biopsie sur chacun des singes avant et apres immunisation (un 
mois apres le troisieme rappel). A partir des biopsies, un test urease et une etude 
histologique ont ete mis en oeuvre. 

L'activite urease est evaluee en utilisant le kit Jatrox (Procter & Gamble). 
L'importance de cette activite est estimee comme suit, de maniere decroissante : 
niveau 3, coloration rose apparaissant au cours des 10 premieres minutes ; niveau 2, 
coloration rose apparaissant entre 10 et 30 minutes apres l'adjonction des reactifs; 
niveau 1, coloration rose apparaissant entre 30 min et 4 hrs et niveau 0, coloration 
faible ou inexistante apres 4 hrs. 

Les etudes histologiques ont ete realisees a partir de biopsies fixees dans du formol et 
la charge bacterienne quantifiee comme suit : absence de bacteries (0) ; quelques 
bacteries de type Helicobacter (0,5) ; d ! assez nombreuses bacteries (1) ; de 
nombreuses bacteries (2) ; de tres nombreuses bacteries (3). Une difference d'un 
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niveau (de 1 a 2 par exemple) correspond a un nombre 5 fois plus important de 
bacteries. 

Analyse de la reponse par test ELISA 

5 Un test ELISA est mis en oeuvre comme decrit dans l'exemple 1 A. 

2B - Resultats 

Le tableau ci-dessous est relatif a la charge bacterienne qui, avant et apres 
10 immunisation, est appreciee a l'aide de deux tests : (i) en evaluant l'activite urease et 
(ii) en effectuant une etude histologique. Les resultats y afferant sont presentes dans 
les colonnes 3 a 6. Les trois dernieres colonnes indiquent pour chaque groupes 
(controle, 1, 2 ou 3) le nombre de singes pour lesquels la charge bacterienne reste 
inchangee apres immunisation (^) d'apres les deux tests ; ou apparait moindre (il) 
15 ou accrue (TP) dans au moins un des deux tests, l'autre test indiquant une charge 
bacterienne stationnaire. Lorsque les resultats des deux tests vont dans le meme sens, 
la fleche ascendante ou descendante est double. 
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Activite Urease 


Histologic 


Variation 




Singes 


Groupe 


avant 


apres 


avant 


apres 












immunisation 


immunisation 








H282 


C 


2-2 


3-2 


2 


3-2 








J 005 


C 


2-2 


2-1 


2 


1-0 


1 /A 




2/4 


J 852 


C 


0-0 


2-0 


0 


1-1 






(2/4 7171) 


J 476 


C 


0-0 


2-0 


0 


1-1 








H799 


1 


2-2 


2-2 


2 


2-2 








J 845 


1 


2-2 


3-2 


2 


2-1 








J 205 


1 


1-1 


2-2 


0 


1 








J 328 


l 


2-2 


1-2 


3 


3-2 


1 /o 
1/5 




2/8 


J 197 


lu 


2-2 


3-2 


2 


3 






(1/8 7171) 


H025 


lu 


2-2 


2-2 


1 


1-1 








G460 


lu 


2-2 


3-2 


3 


2-3 








J 607 


lu 


2-2 


2-2 


2 


2 








H549 


2 


3-3 


2-2 


3 


2-3 








H622 


2 


3-3 


1-1 


2 


2-3 








H504 


2 


3-3 


1-1 


2 


2-1 








H 798 


2 


1-1 


0-1 


1 


1-1 








J 367 


2u 


2-2 


2-1 


3 


2-3 


6/8 


1/5 


1/8 


G486 


2u 


2-2 


2-2 


1 


2-2 








J 522 


2u 


2-2 


0-0 


2 


2-2 








G 722 


2u 


3-3 


2-0 


2 


2-3 








H 820 


3 


3-3 


2-2 


3 


2-2 








J 557 


3 


2-2 


1-0 


2 


1-2* 








H 588 


3 


2-2 


2-0 


3 


1-2 








J 153 


3 


3-3 


3-3 


2 


3-3 


5/8 


0 


3/8 


H480 


3u - 


2-2 


2-2 


2 


3-3 


(3/8 






J 344 


3u 


3-3 


2-0 


3 


2-2 








H 710 


3u 


2-2 


2-2 


2 


3-3 








J 262 


3u 


3-3 


2-2 


3 


3-2 









Ainsi, ce tableau revele que dans le groupe ayant ete soumis a un protocole 
d'immunisation par la voie muqueuse stricte, les resultats sont sensiblement 
identiques a ceux obtenus avec le groupe controle negatif. Par contre, dans les 



THIS 




groupes ayant ete soumis a un protocole d f immunisation par voie mixte muqueuse et 
intramusculaire ou par la voie intramusculaire stricte, on observe une nette reduction 
de la charge bacterienne. Ceci met en lumiere 1'importance des conditions 
d'immunisation et en particulier de l'adjuvant utilise ; et en consequence, on 
5 recommende l'usage d'un adjuvant tel que le DC-chol, capable de favoriser une 
reponse Thl et Th2 equilibree, afin d'obtenir un effet protecteur. 

Ces resultats sont a mettre en perspective avec d'autres resultats relatifs aux taux 
d'anticorps seriques qui sont presentes dans la Figure 3. Cette figure montre que que 
10 le schema d'immunisation par voie muqueuse stricte (1 et lu) conduit a des resultats 
tres similaires a ceux du groupe controle negatif. Par contre, le schema 
d'immunisation par voie mixte muqueuse et intramusculaire ( 3 et 3u) et mieux 
encore le schema d'immunisation par voie intramusculaire stricte ( 2 et 2u), permet 
d'induire des taux d'anticorps nettement superieurs a ceux du groupe controle. 

15 

Ainsi, une reponse serique importante peut etre correlee a un effet protecteur, tandis 
qu'a contrario, une faible reponse est liee a l'absence d'effet protecteur. Les 
conditions d'immunisation permettant d'obtenir l'effet desire (reponse serique 
importante et effet protecteur) inclut l'usage de la voie parenterale ciblee dans la 
20 region sous-diaphragmatique ou celui d'un adjuvant Thl . 

Exemple 3 : Autres etudes d'immunisation chez la souris 

3A - Materiel et methodes 




25 



Souris 

Des souris femelles Swiss de 6/8 semaines ont ete fournies par Janvier (France). 
Pendant toute la duree de l'experience on a utilise du materiel sterilise ; les cages 
etaient protegees par des "isocaps" ; les souris ont ete nourries avec de l'eau filtree et 
30 des aliments irradies. 

Protocole d'administration 

Lors de chaque experience, les souris ont re9ues 3 doses du meme produit ; chaque 
dose a 21 jours d'intervalle (les jours 0, 21 et 42). L'administration du produit a ete 
35 effectuee par voie orale (300 p.l en 0,2 M NaHCC>3 par gavage gastrique), ou par voie 
sous-cutanee (300 \±l sous la peau du cote gauche de la region lombaire). Dix jig 
d'urease ont ete administres sous cutanee et 40 jig par voie orale. 
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Antigenes et adjuvants 

L'apoenzyme de l'urease d!H. pylori a ete exprimee dans E. coli et purifiee comme 
5 cela a ete decrit dans l'exemple 5 de W096/31235. Dans la suite du texte pour 
designer cette apoenzyme, on emploie le simple terme d'urease. 

La heat-labile toxine d'E, coli (Sigma) est utilisee comme adjuvant mucosal a raison 
de 1 |iig / dose d'urease. 

10 

Le QS-21 (Cambridge Biosciences) est utilise comme adjuvant a raison de 15 jig / 
dose d'urease. 

Le Bay R1005 (Bayer) est utilise comme adjuvant a raison de 400 jig / dose d'urease. 

15 

Le DC-chol (R-Gene Therapeutics) est utilise comme adjuvant a raison de 65 jig / 
dose d'urease. 

Le polyphosphazene (PCPP) (Virus Research Institute) est utilise comme adjuvant a 
20 raison de 1 00 jig / dose d'urease. 

Epreuve 

Quatre semaines apres le deuxieme rappel, les souris ont ete soumises a un gavage 
gastrique avec 300 jil (3 x 10 6 bacteries vivantes) d'une suspension d'une souche d'H. 
25 pylori adaptee a la souris et resistante a la Streptomycine, la souche ORV2001. Un 
groupe n'ayant re9u aucune dose d'antigene et servant de controle est eprouve de 
meme. 

La suspension d'epreuve est preparee comme suit : K pylori est cultivee sur agar 
Muller-Hinton (Difco) contenant 5 % de sang de mouton (bioMerieux) (milieu 

30 MHA) qui contient les antibiotiques suivants de chez Sigma : Trimethoprim 5 (ig/ml, 
Vancomycine 10 ^g/ml, Polymixine B 1.3 |ig/ml 5 Amphotericine 5 jag/ml et 
Streptomycine 50 |ig/ml. Les boites de culture sont incubees pendant 3 jours a 37°C 
dans des conditions de microaerophilie (Anaerocult C 5 Merck). Cette culture est 
recoltee pour ensemenser un fla9on pourvu d'events de 75 cm 2 (Costar) contenant 50 

35 ml de Brucella broth complement^ par 5 % de serum de veau foetal et par les 
antibiotiques sus-nommes. Le fla9on est incube dans des conditions de micro 
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aerophilie, sous agitation douce pendant 24 hours. La suspension est alors diluee en 
Brucella broth pour dormer une DO de 0,1 a 550 run (soit 10 7 CFU/ml). 

Analyse de Tepreuve 

5 Quatre semaines apres l'epreuve, les souris ont ete sacrifices par rupture des vertebres 
cervicales. Les estomacs ont ete preleves pour evaluer Tactivite urease et la charge 
bacterienne par culture quantitative. Un quart longitudinal de l'estomac (antrum + 
corpus) est utilise pour chacun des tests. L'activite urease a ete evaluee apres 4 et 24 
heures (DO a 550 nm) avec le Jatrox test, Procter & Gamble) et apres 24 heures le 
1 0 nombre de souris encore negatives (DO inferieure a 0,1) a ete releve. 

Evaluation de Tinfection par culture quantitative d'if. pylori 

Au moment ou les souris sont sacrifices, la muqueuse d'un quart de l'estomac de 
chaque souris est disposee dans le milieu Portagem de bioMerieux puis dans les deux 

15 heures qui suivent, transferee en chambre de culture. L'echantillon est alors 
homogeneise en utilisant un homogeneisateur de Dounce (Wheaton, Millville USA) 
contenant 1 ml de milieu Brucella (Brucella broth) et dilue en serie jusqu'a 10 -3 . Cent 
\x\ de chaque dilution (10°, 10" 1 , 10~ 2 et 10" 3 ) sont repandus dans des boites de Petri 
contenant du milieu MHA supplements par les antibiotiques sus-nommes, pour 

20 culture a 37°C dans des conditions de microaerophilie pendant 4 ou 5 jours. On 
decompte alors le nombre de bacteries viables. K pylori est identifiee par sa 
morphologie revelee par une coloration de Gram et par des reactions positives a des 
tests urease, catalase et oxidase. 

25 Analyse de la reponse par ELISA 

Les analyses par ELISA ont ete executees conformement au protocole standard (les 
conjugues biotinyles et la streptavidine peroxydase provenaient de chez Amersham et 
le substrat OPD de chez Sigma). Les plaques etaient enduites d'extraits H. pylori (5\x 
g/ml) dans du tampon carbonate. Un serum de controle de souris dirige contre 
30 Textrait d!H. pylori a ete introduit dans chaque experience. Le titre correspond a 
Tinverse de la dilution dormant une DO de 1,5 a 490 nm. 

3B - Resultats 

35 Avant tout commentaires au sujet des Figures 4 a 7, on note que ces figures 
presentent les resultats obtenus avec l'antigene utilise adjuvante par de la LT et 
administre par voie intragastrique. Cette experience est dite experience de reference 
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standard dans la mesure ou l'association de l'art anterieur LT / IG est celle qui donne 
les meilleurs resultats a ce jour. 

Reponse serique 

5 Comme montre dans la Figure 4, apres trois immunisations, toutes les souris 
immunisees par voie sous-cutanee presentent une reponse serique importante en IgG. 
Sur la base des rapports IgGl:IgG2a, on remarque que le PCPP induit une reponse 
predominate de type Th2 (fort taux IgGl, faible taux IgG2a). Le Bay R1005 et le 
DC-chol induisent une reponse plus equilibree de type Thl / Th2. Enfin le QS-21 
10 induit une reponse predominate de type Thl. En fait, la difference principale entre 
les quatre groupes de souris Al a A4 reside dans leurs titres IgG2a, les titres IgGl 
etant tous similaires. 

Protection apres epreuve 

15 Les Figures 5 a 7 montrent que le niveau de protection dans les groupes Al et A2 est 
similaire a ou meme meilleur que celui observe dans le groupe de reference (LT). ILs 
s'agit des groupes ayant re9ues les doses d'urease en presence du QS-21 et du Bay 
R1005 respectivement. Le groupe A3 (DC-chol) presente un niveau de protection 
legerement moindre. Par contre, dans le groupe A4 (PCPP), il n'est pas possible de 

20 mettre en evidence un effet protecteur important. On note que les resultats presentes 
dans les Figures 5 a 7 sont consistents entre eux. 

Lorsque Ton met en parallele les resultats presentes dans la Figure 4 d'une part et les 
Figures 5 a 7 d'autre part, on est en droit de conclure que l'usage d'un adjuvant 
25 capable d'induire une reponse Thl ou Thl / Th2 (QS-21, Bay R1005 ou DC-chol) 
favorise la mise en place d ! un effet protecteur ; contrairement a l'usage d f un adjuvant 
de type Th2 (PCPP). 

Exemple 4 : Traitement d'une infection a H. pylori chez la souris 

30 

Nous avons compare Tefficacite de l'immunisation par voie sous-cutanee (SC) par 
rapport a la voie mucosale afin de soigner une infection a H. pylori dans un modele 
de souris. 

35 Des souris OF1 ont ete infectees avec 10 6 colonies formant plaques (cfu) de la souche 
d'H. pylori ORV2001. Apres un mois, on a verifie que l'infection etait bien etablie en 
sacrifiant au hasard 10/100 souris et en testant l'activite urease sur un quart de la 
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totalite de 1'estomac. Les resultats etant tous positifs, nous avons alors immunise des 
souris (10 par groupe) 3 fois a 3 semaines d'intervalle, soit par voie sous-cutanee en 
utilisant 10 jig d'urease recombinante adjuvee avec 15 |ig de QS21 (Aquila) ou 400 
jig d'adjuvant Bay R1005 (Bayer), soit par voie orale en utilisant 40 |ig d'urease 
5 melangee a 1 |ig de LT. Pour chacun des deux adjuvants administres par voie 
parenterale, Timmunisation a ete realisee soit dans le cou, afin d f atteindre les 
ganglions lymphatiques de la region superieure du corps, soit dans la region lombaire 
afin d'atteindre les ganglions lymphatiques abdominaux. Dix souris ont ete laissees 
non-infectees et non-immunisees (controle negatif), alors que les souris du groupe 
10 controle positif ont re<;u une solution saline, du QS21 ou de l'adjuvant Bay par voie 
sous-cutanee (region lombaire). 

Un mois apres la troisieme immunisation, toutes les souris ont ete sacrifices et les 
estomacs preleves afin d'evaluer l'etendue de la colonisation en mesurant l'activite de 

15 l'urease (10/10 souris furent analysees, dans chaque groupe) ainsi qu'en effectuant une 
culture quantitative (5/10 souris furent analysees). Les Figures 6A (test portant sur 
l'urease) et 6B (culture) montrent que chez les souris immunisees avec Turease 
adjuvee avec du QS21 par voie sous-cutanee dans la region lombaire, l'infection avait 
quasiment disparu (4/5 souris etaient negatives en culture quantitative). Les souris 

20 immunisees avec l'urease par voie sous-cutanee dans le cou, en presence de QS21 et 
les souris recevant l'urease plus de la LT par voie orale presentaient une diminution 
de l'infection de 10 a 100 par rapport aux souris non-immunisees. L'adjuvant Bay 
avait induit une diminution identique, plus prononcee chez les souris immunisees 
dans la region lombaire. 

25 

La realisation d'une histopathologic sur ces memes souris n'a pas revele de gastrite 
plus importante par rapport aux centrales. 

Comme nous l'avions observe dans notre precedente etude prophylactique (Exemple 
30 1), les souris protegees presentaient un taux serique eleve des deux isotypes IgGl et 
IgG2, ce qui est representatif d'une reponse equilibree Th2/Thl. De plus, les souris 
immunisees par voie sous-cutanee dans la region lombaire presentaient les plus hauts 
niveaux seriques en IgA, ce qui demontre une reponse mucosale. 

35 Ces resultats indiquent que rimmunisation systemique ciblee est capable de guerir 
une infection a K pylori acquise chez une souris, et que l'utilisation d'adjuvants 
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induisant une reponse mucosale equilibree de type Thl/Th2 est souhaitable afin 
d'atteindre ce but. 
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Revendications 



Une composition pharmaceutique qui comprend un agent immunogene derive 
^Helicobacter et au moins un compose capable de favoriser l'induction d f une 
reponse immune de type T-helper 1 a l'encontre &* Helicobacter, selectionne 
parmi : 

(i) des saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja saponaria ; 

(ii) des lipides cationiques ou un sel de ces derniers ; lesdits lipides etant 
des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et possedant une structure qui 
inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de liaison 
selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras espaceur 
consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atomes de 
carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines primaires, 
secondares, tertiaires et quatemaires ; a condition que ces lipides ne soient pas 
presentes sous forme de liposomes lorsque ladite composition ne contient pas 
de saponine ni de glycolipopeptide de formule (I) ; et 

(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 



dans laquelle 




Ri represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 

fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, 

X represente -CH r , -O- ou -NH-, 



R2 represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 

insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
de carbone, 
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R 3 , R 4 et R 5 representent chacun, independamment l'un de l'autre, un atome 
d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans lequel R 6 represente 
un reste alkyle ayant de 1 a 1 0 atomes de carbone, 

R 7 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en C r C 7 , 

hydroxymethyle, 1 -hydroxyethyle, mercaptomephyle, 2- 
(methylthio)-ethyle, 3 -aminopropy le, 3 -ureido-propyle, 3 - 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxymethyle, 

carbamoylmethyle, 2-carboxethyle, 2-carbamoylethyle, 
benzyle, 4-hydroxybenzyle, 3-indolylmethyle ou 4- 
imidazolylmethyle, 

R 8 represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle, et 

R 9 represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 

trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 

R 7 et R 8 peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 

-CH2~CH2~CH2". 

2. Une composition selon la revendication 1, qui comprend au moins deux 
composes ; un premier compose etant selectionne parmi les saponines purifiees 
a partir d'un extrait de Quillaja saponaria et un deuxieme compose etant 
selectionne parmi des lipides cationiques ou un sel de ces derniers ; lesdits 
lipides etant des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et possedant une 
structure qui inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de 
liaison selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras 
espaceur consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 
atomes de carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines 
primaires, secondares, tertiaires et quaternaires. 

3. Une composition selon la revendication 1, dans laquelle le compose est une 
saponine qui est la fraction QS-21 purifiee a partir d'un extrait de Quillaja 
saponaria. 
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4. Une composition selon la revendication 1, dans laquelle le compose est un 
lipide cationique mis sous forme de dispersion. 

5. Une composition selon la revendication 1, ou 4, dans laquelle le compose est 
un lipide cationique qui est le 3-beta-(N-(N' 5 N'-dimethylaminoethane)- 
carbamoyl) cholesterol (DC-chol) ou un sel de celui-ci. 

6. Une composition selon la revendication 1, dans laquelle le compose est un 
glycolipopeptide qui est le N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)- 
N-octadecyl-dodecanoylamide (Bay R1005). 

7. Une composition selon Tune des revendications 1 a 6, dans laquelle l'agent 
immunogene derive d % Helicobacter est selectionne parmi une preparation de 
bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire &' Helicobacter, un peptide 
et un polypeptide $ Helicobacter sous forme purifiee. 

8. Une composition selon la revendication 7, dans laquelle l'agent immunogene 
derive 6! Helicobacter est la sous-unite UreB ou UreA de Turease 
d! Helicobacter. 

9. Une composition selon Tune des revendications 1 a 8, dans laquelle l'agent 
immunogene est derive & % Helicobacter pylori. 

10. L'usage d'un agent immunogene derive $ Helicobacter et d'au moins un 
compose capable de favoriser Tinduction d'une reponse immune de type T- 
helper 1 a l'encontre $ Helicobacter, selectionne parmi : 

(i) des saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja saponaria ; 

(ii) des lipides cationiques ou un sel de ces derniers ; lesdits lipides etant 
des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et possedant une structure qui 
inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de liaison 
selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras espaceur 
consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atomes de 
carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines primaires, 
secondares, tertiaires et quaternaires ; a condition que ces lipides ne soient pas 



FEUILLE MODIFIES 




THIS PAGE BLAMKiw™ 



presentes sous forme de liposomes lorsque ladite composition ne contient pas 
de saponine ni de glycolipopeptide de formule (I) ; et 

(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 




(I) 



1 7 

dans laquelle R R s 

R 1 . represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 

fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, 

X represente -CH 2 -, -O- ou -NH-, 

R 2 represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 

insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
de carbone, 

R 3 , R 4 et R 5 representent chacun, independamment Tun de l'autre, un atome 
d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans lequel R 6 represente 
un reste alkyle ayant de 1 a 1 0 atomes de carbone, 

represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en C r C 7 , 
hydroxymethyle, 1 -hydroxyethyle, mercaptomephyle, 2- 
(methylthio)-ethy le , 3 -aminopropy le, 3 -ureido-propy le, 3 - 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxymethyle, 

carbamoylmethyle, 2-carboxethyle, 2-carbamoylethyle, 
benzyle, 4-hydroxybenzyle, 3-indolylmethyle ou 4- 
imidazolylmethyle, 

represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle, et 

represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 
trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 



R8 
R9 
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R 7 et R 8 peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 

-CH2-CH2-CH2- ; 

dans la fabrication d'une composition pharmaceutique capable d'induire une 
reponse immune de type T-helper 1 (Thl) a l'encontre 6! Helicobacter et 
destinee au traitement ou a la prevention des infections a Helicobacter. 

11. L'usage selon la revendication 10, d'un agent immunogene derive 
$ Helicobacter et d'au moins deux composes ; un premier compose etant 
selectionne parmi les saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja 
saponaria et un deuxieme compose etant selectionne parmi des lipides 
cationiques ou un sel de ces derniers ; lesdits lipides etant des inhibiteurs 
faibles de la proteine kinase C et possedant une structure qui inclut un groupe 
lipophilique derive du cholesterol, un groupe de liaison selectionne parmi les 
carboxyamides et les carbamoyls, un bras espaceur consistant en une chaine 
alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 atomes de carbone, et un groupe 
amine cationique selectionne parmi les amines primaires, secondaires, tertiaires 
et quaternaires. 

12. L'usage selon la revendication 10, dans lequel le compose est une saponine qui 
est la fraction QS-21 purifiee a partir d'un extrait de Quillaja saponaria. 

13. L'usage selon la revendication 10, dans lequel le compose est un lipide 
cationique mis sous forme de dispersion. 

14. L'usage selon la revendication 10 ou 13, dans lequel le compose est le 3 beta - 
(N-(N\N'-dimethyl aminoethane)-carbamoyl) cholesterol (DC-chol) ou un sel 
de celui-ci. 

15. L'usage selon la revendication 10, dans lequel le compose est un 
glycolipopeptide qui est le N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyl)- 
N-octadecyl-dodecanoylamide (Bay R1005). 

16. L'usage selon l'une des revendications 10 a 15, dans lequel la reponse immune 
de type Thl est mesuree chez la^souris et est caracterisee par un rapport des 
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titres ELISA IgG2a : IgGl superieur ou egal a 1 : 20 ; les IgG2a et IgGl etant 
des immunoglobulines induites a l'encontre ^Helicobacter, 

17. L'usage selon la revendication 16, dans lequel la reponse immune de type Thl 
est mesuree chez la souris et est caracterisee par un rapport des titres ELISA 
IgG2a : IgGl superieur ou egal a 1 : 10. 

18. L'usage selon la revendication 17, dans lequel la reponse immune de type Thl 
est mesuree chez la souris et est caracterisee par un rapport des titres ELISA 
IgG2a : IgGl superieur ou egal a 1 : 2. 

19. L'usage selon Tune des revendications 10 a 18, dans lequel l'agent immunogene 
derive d' Helicobacter est selectionne parmi une preparation de bacteries 
Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire d' Helicobacter, un peptide et un 
polypeptide d' Helicobacter sous forme purifiee. 

20. L'usage selon la revendication 19, dans lequel l'agent immunogene derive 
^Helicobacter est la sous-unite UreB ou UreA de I'urease ^Helicobacter. 

21 . L'usage selon Tune des revendications 10 a 20, dans lequel l'agent immunogene 
est derive d! Helicobacter pylori. 

22. L'usage selon l'une des revendications 10 a 21, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique. 

23. L'usage selon la revendication 22, dans lequel la composition pharmaceutique 
est destinee a etre administree par voie systemique stricte. 

24. L'usage selon la revendication 22 ou 23, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique dans la 
partie d'un mammifere, notamment d'un primate situee sous son diaphragme. 

25. L'usage selon l'une des revendications 22 a 24, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique dans la 
region dorso-lombaire d'un mammifere, notamment d'un primate. 
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26. L'usage selon Tune des revendications 22 a 25, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par une voie systemique 
selectionnee parmi la voie sous-cutanee, la voie intramusculaire et la voie 
intradermique. 

27. L'usage selon Tune des revendications 10 a 26, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree deux ou trois fois par voie 
systemique au cours d'un meme traitement, afin de prevenir ou de traiter une 
infection a Helicobacter. 

28. L'usage conjoint d'un agent immunogene derive 6! Helicobacter et d'un compose 
capable de favoriser 1'induction d'une reponse immune de type T-helper 1 (Thl) 
a l'encontre d! Helicobacter, dans la fabrication d'une composition 
pharmaceutique destinee a etre administree par voie systemique pour prevenir 
ou traiter une infection a Helicobacter. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Intd^^^mal application No. 

PCT/FR98/00875 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments,): 

[ | the international application as originally filed. 

the description, pages , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages l" 35 , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



10 Mav 1999(10.05.1999) 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-28 



99 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



10 Mav 1999(10.05. 1999) 



^ the drawings, sheets/fig 1/8, 2/8, 4/8-8/8 

sheets/fig ■ 

sheets/fig 3/8 

sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



10 Mav 1999(10.05.1999) 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I 1 the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

1X3 claims Nos. 10-28 



because: 



10-28 



the said international application, or the said claims Nos. t 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 

See separate box 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos, 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. ____ are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 1 



The subject matter of Claims 10 to 28 is considered by 
this Authority to be covered by PCT Rule 67.1(iv). 
Consequently, no opinion can be given regarding the 
industrial applicability of the subject matter of these 
claims (PCT Article 34 (4) (a) (i) ) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 

2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: WO-A-96 31235 
D2: WO-A-88 09336 
D3: EP-A-0 206 037 
D4: WO-A-93 05162 

D5: MOHAMMAD I ET AL . : " HELICOBACTER-SPECI FIC CELL- 
MEDIATED IMMUNE RESPONSES DISPLAY A PREDOMINANT TH1 
PHENOTYPE AND PROMOTE A DELAYED-TYPE 

HYPERSENSITIVITY RESPONSE IN THE STOMACHS OF MICE" 
THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY, vol.15 6, 1996, pages 
4729-4738 . 

D6: D'ELIOS ET AL.: "T HELPER 1 EFFECTOR CELLS 
SPECIFIC FOR HELICOBACTER PYLORI IN THE GASTRIC 
ANTRUM OF PATIENTS WITH PEPTIC ULCER DISEASE" THE 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, vol.158, 15 January 1997, 
pages 962-967. 

1. Document Dl, which is considered to be the prior art 
closest to the subject matter of Claim 1, describes 
a pharmaceutical composition for inducing a 
protective immune response to an antigen in a 
mucosal effector site in a host mammal, said 
composition comprising two or three identical or 
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different products (inductor agents) , the 
formulation of which is suitable for the envisaged 
administration (cf. abstract). The product can be an 
immunogen agent of Helicobacter pylori, for example 
the ureA or ureB subunit of its urease, or a DNA 
fragment coding for an H. pylori antigen (p. 14, lines 
28 to 38) . 

This immunogen agent (protein or DNA can be 
presented as a liposomal formulation (Examples 3 to 
5, in particular DC-Choi liposomes in Example 5) or 
otherwise (p. 14, 1.16). 

The subject matter of Claim 1 therefore differs from 
this known composition in that it contains, in 
addition to the immunogen agent derived from 
Helicobacter, at least a compound which can 7 promote 
the induction of an immune response of the type T- 
helper 1 to Helicobacter selected from among: 

- saponins purified from an extract of Quillaja 
saponaria 

- glycolipopeptides of formula (I) 

- cationic lipids as described in (ii) , which may be 
in the form of liposomes provided that the 
composition also comprises a saponin and/or a 
glycolipopeptide as defined above. 

The subject matter of Claim 1 is therefore novel 
(PCT Article 33 (2) ) . 

The problem to be solved by the subject matter of 
Claim 1 can therefore be considered to be that of 
providing an alternative pharmaceutical composition 
comprising an immunogen agent derived from 
Helicobacter. 
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Knowing that the induction of a predominant Thl or 
balanced Thl/Th2 response was considered to be 
harmful and undesirable (cf . D5 and D6, abstracts) , 
a person skilled in the art would not have used 
these compounds to solve the problem posed. 



The solution proposed in Claim 1 of the present 
application is therefore considered inventive (PCT 
Article 33 (3) ) . 



2. Claims 2 to 9 depend on Claim 1 and therefore also 
satisfy per se the requirements of the PCT as 
regards novelty and inventive step. 



3. Document Dl, which is considered to represent the 

most relevant prior art, discloses a pharmaceutical 
composition from which the subject matter of Claim 
10 differs in that it contains a compound able to 
induce a Th-1 type immune response to Helicobacter . 



The subject matter of Claim 10 is therefore novel 
(PCT Article 33 (2) ) . 



The problem to be solved by the subject matter of 
this claim can therefore be considered to be that of 
providing an alternative pharmaceutical composition 
comprising an immunogen agent derived from 
Helicobacter. 



The solution to this problem proposed in Claim 10 of 
the present application is considered to involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)) for the same 
reasons as stated in paragraph 1 above. 

4. Claims 11 to 27 are dependent on Claim 10 and 
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therefore also satisfy per se the requirements of 
the PCT as regards novelty and inventive step. 



Article 33(1) to (3)) for the same reasons as those 
relating to Claim 10 (paragraph 3 above) . 



assessing whether Claims 10 to 28 are industrially 
applicable. Patentability can also depend on the 
manner in which the claims have been worded. Thus, 
the European Patent Office does not consider the 
subject matter of claims for the use of a compound 
for medical purposes to be industrially applicable. 
By contrast, claims relating to a known compound are 
acceptable for a first use for medical purposes, as 
are claims relating to the use of such a compound in 
the production of medication for a novel form of 
medical treatment . 



5. 



The content of Claim 28 is novel and inventive (PCT 



6. 



The PCT does not contain any uniform criteria for 
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V1L Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. Figure 2 corresponds neither to its description 

(p. 20, lines 10 to 17), nor to the comments made on 
page 25, lines 24 to 30. 

2. The polyphosphazene (PCPP) , which enables an IgG2a 
titer of 26200 to be obtained, is not considered to 
be a useful adjuvant for the induction of a Th-1 
response (page 26, table and lines 19 to 23; page 
33, lines 24 to 32). This is not consistent with 
the statement made on page 10, lines 11 to 14. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following obsery^/kns on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: \) 

The use of DC-Choi liposomes as a single adjuvant (Example 
1) is not consistent with the features of compound (ii) of 
Claim 10. 



This lack of consistency between the claims and the 
description gives rise to doubt as regards the subject 
matter for which protection is sought. The claims are 
therefore unclear (PCT Article 6) . 
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